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Über die Wirkung der Salze auf das Gärvermögen 
der verschiedenen diastatischen Fermente. 


Von 


L. Preti. 
{Aus dem Institut für spezielle Pathologie der k. Universität Pavia 
(Direktor: Prof. L. Devoto)].) 
(Eingegangen am 15. Januar 1907.) 


Als ich vor einem Jahre Untersuchungen über die diastatische 
Wirkung des Harns anstellte, beobachtete ich, daß eine Dialyse 
die diastatischen Fermente unwirksam macht. Während meiner 
Untersuchungen über die Substanzen, die sie wirksam machen 
könnten, erschien eine Arbeit!) von Bierry, Giaja und Henri, 
in welcher diese mitteilten, daß sie Untersuchungen über die 
Beeinflussung der verschiedenen löslichen Fermente angestellt 
hätten, und sie zeigten, daß der dialysierte Pankreassaft seine 
amylolytische Wirkung auf das Amylum verliert und daß durch 
Zusatz von Kochsalz, einer Säure oder einer Säuremischung, 
wie in dem Seewasser enthalten ist, die Diastase des dialysierten 
Pankreassaftes wirksam gemacht wird. 

Dadurch schienen meine Versuche ihren Wert verloren zu 
haben; trotzdem setzte ich sie fort und probierte die Wirksam- 
keit verschiedener diastatischer Fermente unter Berücksichtigung 
des Milieus. Ich verwandte einige tierische (Pankreatin, Blut- 


serum, Harn) und einige pflanzliche Fermente (Takadiastase, 
Maltin). 


Methodik der Versuche. 


Ich löste dieParke-Davischen Präparate von Pankreatin und 
Takadiastase, dieMerckschen Präparate von Maltin in destilliertem 
Wasser auf. Ich beschleunigte die Lösung, indem ich die Mischun- 
gen nach Zusatz von einigen Tropfen Chloroform 12 Stunden 
einer Temperatur von 37° im Brutofen aussetzte. Dann ent- 


1) Compt. rend. de la Soc. de Biologie, 1906. 
Biochemische Zeitschrift Band IV. l 
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fernte ich den ungelösten Niederschlag. Von den so erhaltenen 
Lösungen, wie auch vom Harn und Blutserum, stellte ich Proben 
in den Eisschrank. Diese Proben dienten mir zur Kontrolle der 
reduzierenden und amylolytischen Wirkung der gewöhnlichen 
Fermente. Ich dialysierte den Rest in Pergamentpapier zuerst 
gegen strömendes Wasser und dann gegen destilliertes Wasser. 

Danach probierte ich die Wirkung der dialysierten Fermente, 
der Fermente mit Kochsalzzusatz und der gewöhnlichen Fer- 
mente auf Stärke. 

Diese stellte ich aus Mercks Reisstärke her, welche ich fünf 
Minuten lang kochen ließ, nachdem ich sie gereinigt hatte, indem 
ich sie oft mit verdünnten Säuren und Alkali und mit destilliertem 
Wasser gewaschen hatte. Ungeachtet dessen enthielt sie noch 
Spuren von Verunreinigungen, wahrscheinlich von Phosphor- 
verbindungen, weil die Molybdänreaktion mit der veraschten 
Stärke positiv war. — Die Stärke, welche zuerst Alkalireaktion 
zeigte (10 g in 50ccm H,O = 14 ccm HCl „4, N gegen Phenol- 
phthalein), nach der Behandlung schwach sauer reagierte (10 g in 
50 cem H,O = 0,3 ccm NaOH -4y N). 

Die mit 1% Toluol versetzten Proben wurden 24 Stunden 
im Brutofen bei 37° unter mehrmaligem Durchschütteln gehalten, 
dann wurde die Sterilität der Flüssigkeiten kontrolliert und diese 
zu gleicher Zeit zum Kochen gebracht, um das Gärungsvermögen 
aufzuheben, und dann filtriert. (Die Proben vom Blutserum 
wurden nach Zusatz von 1% Kochsalz zum Kochen gebracht, mit 
verdünnter Essigsäure schwach angesäuert, wieder gekocht und 
zur Entfernung der geronnenen Eiweißkörper filtriert.) In dem 
Filtrat wurde der Zuckergehalt durch eine Lösung von Ferro- 
cyankaliumkupfersulfat bestimmt. 


Tafel I. 
REES 
Reisstärke | Pankreatin- | Destilliertes | Kochsalz- | Zuckergehalt 
19%, | lösung 5%, | Wasser lösung % 

45 cem | 3 ccm | 5 cem 0,2857 
45 „ dialysiert 3 ccm D y Spur 
E ae, Ëm > 5 ccm 4-n 0,2000 





3 ccm 50 ccm nicht dosierbar') 
dialysiert 3 cem 50 „ | 0,0000 


1) d. h. < als 0,04°/,. 
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H Destilliertes | Kochsalz- | Zuckergehalt 
Wasser lösung A 


0,2686 

























45 „ dialysiert 5 ccm 0,0000 
45 „ "E a 0,1851 
— D cem nicht dosierbar 
—- dialysiert 5 ccm 0,0000 
Tafel III. 
Reisstärke Blutserum | Pestilliertes | Kochsalz- | Zuckergehalt 
Lët Wasser lösung vÉ 






dialysiert 3 ccm 
n 3 D 
3 ccm 

dialysiert 3 ccm 






nicht dosierbar 
0,0000 










Zuckergehalt 


"e 






Kochsalz- | Zuckergehalt 
lösung Ya 







dialysiert 3 ccm 







45 , u... 0,2941 
— 3 cem 0,1428 
-- dialysiert 3 cem 0,0000 
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Die Tabellen zeigen: 

1. daß durch die Dialyse die Fermentlösungen, der Harn 
sowie das Blutserum die reduzierende Wirkung ver- 
lieren; 

2. daß die lange Dialyse die Amylase der Pankreatinlösung, 
des Harns und des Blutserums unwirksam macht; 

3. daß der Zusatz von Kochsalz der dialysierten Pankreatin- 
lösung, dem Blutserum und dem Harn ihre amylolytische 
Wirkung zurückgibt, 

4. daß die Takadiastase und Maltinwirkung bestehen bleibt, 
auch wenn die Lösungen dieser Fermente lange dialysiert 
worden sind. 

In bezug auf die wiedererstandene Wirksamkeit der Diastasen, 
welche nach der Dialyse unwirksam werden, sei an die Versuche 
von Kübell), Grützner2) und Cole?) erinnert. Die Ergebnisse 
der beiden ersten Verfasser haben noch keinen absoluten Wert, weil 
die Versuche mit undialysierten Fermenten gemacht worden sind. 
Kübel zeigte, daß die Mineralsäure und die Halogensalze die 
amylolytische Wirkung des Speichels erhöhen, wenn sie in einer be- 
stimmten Menge gebraucht werden; zu demselben Resultat kam 
Grützner für das Pankreatin. Cole, der dialysierten Speichel 
gebrauchte, bewies, daß die Salze und die Säuren die amylo- 
lytische Wirkung des Pankreatins erhöhen. Später fanden Byerri 
und Gyaies‘), daß die Wirkung des gewöhnlichen Pankreas- 
saftes auf die Stärke verhindert wurde in dem Maße, als man die 
Menge der Säuren vermehrte, und daß die amylolytische Wirkung 
des dialysierten Pankreassaftes zurückkehrt nach Zusatz von 
Nitrat. 

Ich habe Versuche angestellt über den Einfluß der Salz-, 
Schwefel-, Salpetersäure, der Natrium-, Kalium-, Magnesium-, 
Calciumchloride, Brom, Jod, Fluor von Natrium und Kalium, 
von Sulfat, Karbonat, Nitrat, Phosphat, in äquimolekularen 
Lösung auf das dialysierte Pankreatin und den dialysierten Harn. 
— Der Kürze halber teile ich diese Versuche nicht ausführlich 
mit. Ihre Ergebnisse fasse ich wie folgt zusammen: Die Wirkung 


1) Archiv für Physiologie, 1899. 

2) Dasselbe, 1902. 

3) The journal of Physiology, 1904. 

4) Compt. rend. de l’Acad. des Sciences, 1906. 


Wirkung der Salze auf das Gärvermögen der diastatischen Fermente. 5 


kehrt wieder in dem Maße zurück, wie Säuren und Salze ge- 
braucht werden. Je verdünnter die Lösungen der Substanzen 
waren, desto größer war ihre amylolytische Wirkung auf die 
Fermente, je konzentrierter, desto unwirksamer waren sie. Die 
Substanzen verlieren ihre Wirkungen in folgender Weise: Kar- 
bonat, Phosphat, Sulfat, Nitrat des Kaliums, Halogensalze von 
Natrium, Kalium, Magnesium, Calcium; für die Säuren: Schwefel- 
säure und Salpetersäure. 





Über die Existenz und Spezifizität der 
immunisatorischen Antidiastasen. 


Von 


L. Preti. 


(Aus dem Institut für spezielle Pathologie der Universität Pavia 
(Prof. L. Devoto)].) 


(Eingegangen am 15. Januar 1907.) 


Nach der Entdeckung der im Organismus in verschiedener 
Weise erfolgenden Bildung von Schutzstoffen gegen Bakterien 
oder impfbakterische Produkte folgte eine Reihe ähnlicher Unter- 
suchungen, deren Resultat die Erkenntnis war, daß der Organis- 
mus auch gegen Proteine und Fermente Gegensubstanzen er- 
zeugen kann. 

Man wußte schon, daß das Blutserum die Wirkung einiger 
Fermente hindert, aber Morgenroth war der erste, welcher 
zeigte, wie diese Wirkung verstärkt werden konnte. Es gelang 
ihm, durch Einspritzungen von Labferment in Tierkörper die 
antifermentative Wirkung des Blutserums auf dieses zu erhöhen. 

Diesen Versuchen folgten andere interessante Versuche, 
welche für das Trypsin, Pepsin, Laccase usw. ähnliche Resultate 
lieferten (Sachs, Achalme, Gessard). 

Für die diastatischen Fermente gaben in der erwähnten 
Richtung nur die Untersuchungen von M. Ascoli und Bonfanti 
positive Resultate. — Diese bewiesen, daß das Blutserum der 
Kaninchen, welche mit Pankreatineinspritzungen behandelt wur- 
den, die diastatische Wirkung des Pankreatins auf Stärke- 
suspension hemmen kann. 

Diese Untersuchungen ließen sich nach folgenden Gesichts- 
punkten hin fortsetzen: 

a) zu erforschen, ob es möglich ist, auch für das Pankreatin, 

das auf Stärke wirkt, eine Antidiastase zu erhalten; 

b) die Untersuchungen auch auf andere diastatische Fer- 

mente auszudehnen; 
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c) zu prüfen, ob die gebildete Antidiastase nur für das Fer- 
ment, mit dem das Tier behandelt wurde, spezifisch 
wirksam sei. 


Technik der Versuche. 


Die gebrauchten Fermente waren das Parke-Davische 
Pankreatin und Takadiastase, Mercoksches Ptyalin und Maltin. 
Diese Präparate wurden mit Wasser zerrieben und mit Chloro- 
formtropfen 12 Stunden im Brutofen bei 37° gehalten und da- 
nach abgeklärt. Nur der klare Teil wurde gebraucht. 

Als Versuchstiere dienten Kaninchen, denen ich jeden zweiten 
Tag 10 ccm proz. Wasserlösungsferment, durch sterilisierte 
Chamberlandkerze filtriert, ins Peritoneum einspritzte (die Wir- 
kung des Ferments war auch nach der Filtration stark). 

6—10 Tage nach der letzten Einspritzung machte ich dem 
Tiere einen Aderlaß. Vor und nach der Immunisierung probierte 
ich das Blutserum, welches ich durch 30 Minuten langes Erwärmen 
bei 65° seiner amylolytischen Wirkung beraubt, also unwirksam 
gemacht hatte. Zu jeder Probe machte ich eine Kontrollprobe, 
die aus Stärke und Ferment und zwar in gleicher Menge wie in 
der Probe bestand. 

Ich ließ die Proben, mit 1% Toluol versetzt, bei 37° 
24 Stunden im Brutofen stehen, schüttelte sie oftmals; denn 
kontrollierte ich die Sterilität der Flüssigkeiten, gleichzeitig hielt 
ich die gärende Wirkung durch Erhitzen auf, entfernte das Ei- 
weiß durch schwache Ansäuerung mit verdünnter Essigsäure und 
durch Zusatz von 1%, Kochsalz. Dann bestimmte ich durch 
Titration in 20 ccm Violettescher Kupfersulfatferrocyankalium- 
lösung den Zuckergehalt des Filtrates. 

Aus den folgenden Tabellen ersieht man, daß: 

1. das inaktivierte Blutserum die Wirkung des Pankreatin 
und Maltin auf die Stärke begünstigt, und das bestätigen 
die Pozerskischen Resultate; 

2. dasselbe Blutserum nicht die amylolytische Wir- 

kung der Maltin- und Takadiastase verhindert; 

3. das inaktivierte Blutserum des durch Pankreatin und 
Maltin immunisierten Kaninchens die Wirkung dieser 
beiden Fermente auf Stärke nicht hemmt und die be- 
begünstigende Fähigkeit, die es vor der Immunisierung 
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des Kaninchen hatte, behält, wie das auch die Pozerski- 
schen Beobachtungen ergeben; 

4. dasunwirksameBlutserumderKaninchen, welche 
beziehungsweise mit Takadiastese und Maltin- 
Einspritzungen behandelt wurden, die Fähig- 
keit, dieamylolytische Wirkung dieser Fermente 
zu verhindern, erwerben kann; 

5. die gebildete Antidiastase nur für das Ferment, 































mit dem die Tiere behandelt wurden, spe- 
zifisch ist. 
Zitierte Arbeiten: 
Morgenroth, Zentralbl. für Bakt., 26. 
Sachs, Zeitschr. d. Med., 1902. 
Achalme, Ann. Pasteur, 1901. | 
Gessard, Comp. rend. de la Soc. de Biologie, 1908. 
M. Ascoli und Bonfanti, Zeitschr. f. physiol. Chemie, 48. 
Pozerski, Comp. rend. de la Soc. de Biologie, 1908. 
Tafel I. 
S lproz. Reisstärke: 95 ccm 
g 5 + Pankreatin- !' + Ptyalin- + Taka- | + Maltin- 
E S | i . : u 
SC lösung | lösung diastaselösung | lösung 
S E 5 ccm | 5 eem 3 ccm | 5 ccm 
| Se A i SS m. Se 
S Eia af fais jais 
5 qpa (Aë NEE NEE 
Z EA riag WE Par 
1 | 0,2761 | 0,5529 | 0,3570 | 0,4347 | 0,8300 | 0,8300 | 0,4761 | 0,4761 
2 || 0,4545 | 0,5000 | 0,3703 | 0,5000 | 0,7692 | 0,7692 | 0,4166 | 0,4166 
3 |) 0,3225 | 0,3703 | 0,3571 | 0,4545 | 0,6250 | 0,6250 | 0,4000 | 0,4166 
4 || 0,2127 | 0,4000 | 0,3333 | 0,4000 | 0,5823 | 0,5823 | 0,4166 | 0,4166 
5 i 0,2941 | 0,5555 | 0,3125 | 0,4761 | 0,5823 | 0,5823 | 0,4347 | 0,4347 
6 || 0,1587 | 0,3125 | 0,2500 | 0,3448 | 0,6666 | 0,6666 | 0,3846 | 0,3846 
7 |! 0,2857 | 0,3333 | 0,3225 | 0,3571 | 0,8300 | 0,8300 | 0,4545 | 0,4545 
8 i| 0,2941 | 0,3571! 0,2857 | 0,3448 | 0,7692 | 0,7692 | 0,4545 | 0,4761 
9 || 0,4347 | 0,4761 | 0,4545 | 0,4761 | 0,7692 | 0,7692 | 0,4000 | 0,4000 
10 || 0,2910 | 0,3703 | 0,3225 | 0,3570 | 0,7823 | 0,7823 | 0,5555 | 0,5555 
11 | 0,4545 | 0,5000 | 0,5000 , 0,5555 | 0,9090 | 0,9090 | 0,4761 | 0,4761 
12 — — — — 0,8578! 0,8578; — — 
13 || 0,5000 | 0,5823 0,5265 | 0,5823 | 0,9675 | 0,9675 | 0,5082 | 0,5082 
14 | 0,3571 | 0.5800 | 0,3703 | 0,4761 | 0,8823 | 0.8823 | 0,5454 | 0,5454 
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Tafel II. 
—— i — 
d ch = P l] proz. Reisstärke: 95 ccm 
„28158 | + Pankrea- | + Ptyalin- | + Takadia- | + Maltin- 
FIRIR- E , tinlösung lösung staselösung | lösung 
253 SEI 5 eem 5 cem (Zen | Dem 
S wl 2 wei B eat e eyes See EE ee ed gc 
GER sg) SFE EE HE ZE 
Ess, 18 a |253, jŠ: 
sala el [a TER TEAL "58 
1 >» 3 (0870304347 li ll 
1 Ta 1029110370083) — ; - ı - | —- = I - 
1 7 |0,3703| 0,4347] 0,3846| 0,4545) 0,7142] 0,7142] 0,4166; 0,4166 
2 © 8 1050005823 — | -— | - || - I —- I - 
2 4 0,2439] 0,3846| 0,3571! 0,4761) 0,6666| 0,6666| 0,3703! 0,3846 
3 i 3 loso oa — Ill 1 L | er 
3 | 6 |0,3571| 0,5000 0,3703 0.4545 0,5823! 0,5823) 0.3571| 0,3571 
4 " 3 10,8125| 0,5555: = GE E pr 
5 " 2 0,2083] 0,3846 = "E ge om = 
5 | 6 10,4545 0,5263 sl 0,5263) 0,4761' 0,3333! 0,3448 
6 ' 4 Ioamwlonnpnpn — ` — |=! = | en | 
D A 1035710466 — | — | e A g 
3) ' 3 10,3571|0.4000° — | ës I e ee dE een e 
Tafel III. 
ee | g | l proz. Reisstärke: 95 ccm 
38538 | + Pankrea- | + Ptyalin- | + Takadia- | + Maltin- 
E CH ei A ZS || tinlösung lösung staselösung lösung 
EBY Sr: 5 ccm 5 eem 3 ccm 5 ccm 
3.28% 17 sl sl e BI eo $ 
GEELEN SEH SE FER Bag 
agge WE WE ES PES 
HIE L el FER) Fe 
TÌ 4 | - 0,3703 0,1000 = es Ss = 
2) e e 0,5000| 0,5000, 0,5555! 0,8300 0,8300 0,5555 0,5 
8 | 4 — 0,2563 0,2941) — | — — 
8 j 6 0,1960 0,2563| 0.1851| 0.2439 0.7692) 0.8300 0.4761| 0,4761 
9 ECH x — 10,5000.0,5555| — | — 
9 | o Inge 0,4545|0.4761| 0,5000 0,7142: 0,7142 0.4347! 0,4545 





1) 3) Kaninchen. deren Blutserum nur nach der Behandlung probiert 
wurde. 
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Tafel IV. 

ee z g | l proz. Reisstärke: 95 cem 

SE 2% | + Pankrea- | + Ptyalin- | + Takadia- | + Maltin- 
EC x F E | tinlösung lösung staselösung | lösung 
i S gl a r 5 cem 5 cem 
"e" el y Ei 

> ka ke 
HE 

EES 

zZ | z è 






0,9090 | 0,8106 


10 7 —  10,8823|0,61201 — — 
10 | 10 0,3333 |0,4545 lo, 2857 0,3571 | 1,1109 | 0,8041 | 0,6250 | 0,6250 
11 H —  10,8331/0,8106| — eng 
11 7 —  10,967510,8331| — — 























12 6  10,5263| 0,6250 | 0,5555 |0,6666 |0,9575 (0,7140 | 0,5823 | 0,5823 
2 7 — — — — [|0,5555/0,5553| — — 
2) K t ie Jee Ar = > 
Tafel V. 
Pa B Ss l proz. Reisstärke: 95 cem 
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Er ne 5 cem 5 eem 5 ccm 5 cem 
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sagip] pi jp jef jii 
BEE ZE: Bä GES ZE? 
e- z +32 wd +85 +35 
13 "E e A u ze | — | — |0,5823| 0,5556 
13 6 — | — — — | — —  |0,5000| 0,4761 
13 10 — — — |0,5555/ 0,5000 
13 14 0,5263 0.6250 0,5000 0, 5898 0,7142|0,7142|0,5263 | 0,4545 
14 4 er — | — | — [0,5823| 0,5655 
14 7 0,5000 0,5823 0.5263 0,6256 ! 0,8300 | 0,8300 | 0,5555 | 0,5000 
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1) 2?) 3) Kaninchen, deren Blutserum nur nach der Behandlung probiert 
wurde. 


Über die Löslichkeitsverhältnisse von Albumosen 
und Fermenten mit Hinblick auf ihre Beziehungen zu 
Leeithin und Mastix. 


Von 
Leonor Michaelis und Peter Róna. 


(Aus dem bakteriologischen und dem chemischen Laboratorium des 
städtischen Krankenhauses am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1907.) 


In den letzten Jahren hat man die bedeutsame Beobachtung 
gemacht, daß eiweißartige, kolloidal gelöste Körper, die sonst nur 
wasserlöslich sind, die Fähigkeit gewinnen, sich in organischen 
Solventien wie Chloroform zu lösen, wenn in diesem gleichzeitig 
Lecithin gelöst ist. Hierher gehörende Beobachtungen sind von 
zwei ganz verschiedenen Seiten mitgeteilt worden. Overton!) 
fand dies zunächst von den basischen Farbstoffen. Sie sind in 
` Chloroform, Toluol u. dgl. in Form ihrer Salze nicht löslich, 
werden es aber durch Zusatz von Lecithin. 

Ferner hat Kyes?) den äußerst wichtigen Befund erhoben, 
daß Schlangengifte (und ebenso Skorpiongift) beim Schütteln 
mit einer Lösung von Lecithin in Chloroform in dieses hinein- 
gehen und mit dem Lecithin eine in Chloroform lösliche Verbin- 
dung geben, die durch Äther gefällt werden kann. Ganz analoges 
haben Morgenroth und Carpi?) für das Bienengift gefunden. 
Der tiefe biologische Hintergrund dieser Beobachtungen liegt auf 
der Hand. 

Man hat hier von wohl charakterisierten chemischen Ver- 
bindungen der untersuchten Stoffe mit Lecithin gesprochen; und 


1) Jahrb. f. wissenschaftl. Botanik, 1900, 84, S. 669. 

2) Kyes, Über die Isolierung von Schlangengiftlecithiden. Berl. klin. 
Wochenschr., 1908, Nr. 42 u. 43. 

3) Morgenroth und Carpi, Über ein Toxolecithid des Bienengiftes. 
Berl. klin. Wochsenschr., 1906, 1424. 
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das Lecithin hielt man infolge seiner ganz besonderen, eigen- 
artigen chemischen Konstitution für spezifisch befähigt, solche 
Verbindungen einzugehen. 

Beweise für eine im engeren Sinne „chemische“ Verbindung 
lagen in der von Kyes nachgewiesenen Abspaltung von Fett- 
säure aus dem Lecithin beim Eingehen der Schlangengift-Verbin- 
dungen. Der Befund von Neuberg und Rosenberg!), daß das 
Schlangengift auf Lecithin lipolytisch wirkt, läßt eine andere 
Deutung des Kyesschen Befundes zu und erfordert demnach 
erneute Untersuchung auf Grund der neuen Gesichtspunkte. Von 
erheblicher Bedeutung scheinen ferner die Untersuchungen von 
Reiß über die Beziehung von Fermenten in Lecithinlösungen zu 
sein, von denen später die Rede sein wird. 

Es mußte die Frage aufgeworfen werden, ob es sich hier wirk- 
lich um chemische Verbindungen von konstanter Zusammen- 
setzung handelt oder um Verbindungen von wechselnder Zusam- 
mensetzung, wie sie durch gegenseitige Bindung von verschiedenen 
Kolloiden entstehen, wodurch ein spezifisch-chemisches Verhal- 
ten des Lecithins gegenüber jenen Stoffen in Frage gestellt würde. 
Diese Anschauung würde dadurch an Boden gewinnen, wenn es 
gelänge, ähnliche chloroformlösliche Verbindungen mit einem 
Körper zu erhalten, der sich zwar in seinen physikalischen Eigen- 
schaften ähnlich verhält, ohne irgend eine chemische Verwandt- 
schaft mit dem Lecithin zu haben. Einen solchen Körper haben 
wir in dem Mastix. Er löst sich in denselben Solventien wie Leci- 
thin und gibt ebenfalls, aus alkoholischer Lösung mit Wasser 
verdünnt, eine haltbare Suspension, die durch Elektrolyte gefällt 
wird. Beide gehören zu denjenigen Kolloiden, die man nach ihrem 
Verhalten im Wasser nach der Einteilung, die auch Höber?) in 
sehr instruktiver Weise durchgeführt hat, als Suspensionskolloide 
— im Gegensatz zu den hydrophilen Kolloiden — bezeichnet hat. 
Die Ähnlichkeit von Mastix und Lecithin ist bereits dem einen 
von uns®) begegnet: außer Mastix war von allen untersuchten 


1) Neuberg und Rosenberg, Lipolyse, Agglutination und Hämo- 
lyse. Berl. klin. Wochenschr., 1907, Nr. 2. 

2) R. Höber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. 
2. Auflage. Leipzig 1906. S. 208 ff. 

8) Michaelis und Pincussohn, Zur Theorie der Schutzkolloide. 
Diese Zeitschr. 2, 521. 
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Kolloiden Lecithin das einzige, welches eine wässerige Indo- 
phenolsuspension an der kristallinischen Ausflockung hinderte. 


1. Verhalten der Albumosen. 


Bei unserer früheren Untersuchung über die Pepton-Mastix- 
fällung konnten wir bereits folgende Angaben machen. Wir 
fanden, daß ein Teil eines Peptongemisches durch Mastix ge- 
fällt wird; dieser mußte deshalb aus dem Niederschlag wieder- 
gewonnen werden. Wir sprachen schon die Anschauung aus, 
daß es sich hier nicht um eine wechselnde und gewissermaßen 
zufällige Scheidung der Albumosen handelt, sondern daß die 
Fällung mit Mastix ein Trennungsprinzip der kolloidalen und der 
nicht kolloidalen Albumosen darstelle. Wäre dies nicht der Fall, 
so müßte man erwarten, daß in sehr verdünnten Peptonlösun- 
gen, wie beim Eiweiß, alles mitgerissen würde. Besteht aber 
unsere Anschauung zu Recht, so muß bei wechselnden Pepton- 
mengen durch Mastix immer der gleiche prozentische Anteil von 
Pepton gefällt werden. Für diese Anschauung haben wir in 
unserer vorigen Mitteilung bereits Belege gebracht. Eine zu 
anderen Zwecken angestellte Versuchsreihe bestätigt das in noch 
vollkommenerer Weise. Es wurden wechselnde Mengen von Pep- 
ton Riedel in je 10 eem Wasser gelöst und diese zunächst bei 
schwach alkalischer Reaktion mit einer Mastixsuspension versetzt, 
die je aus 50 ccm 10% alkoh. Mastixlösung und 175 ccm Wasser 
bereitet wurde. Durch minimales Ansäuern wurde dann eine 
Flockung erzeugt, filtriert, mit Wasser bis zum Verschwinden der 
Biuretreaktion nachgewaschen und der N-Gehalt der verschie- 
denen Filtrate untersucht. Dieser betrug: 








Angewendet Gesamt-N N-Gehalt Im Filtrat 
....8 Pepton des Peptons des Filtrats | wiedergefunden 
a) 1,0 0,148 0,130 88%), 
b) 0,9 0,133 0,115 86°, 
c) 0,45 0,067 0,056 BT, 
d) 0,225 0,033 0,028 85°/% 
e) 0,09 0,0135 0,011 gan, 
f) 0,045 0,007 0,006 86°), 
g) 0,027 0,004 0,003 75% 


Aus dieser Tabelle ist zunächst ersichtlich, daß selbst bei ge- 
ringsten Mengen von Pepton (e, f, g) nicht nur nicht alles vom 
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Mastix mitgerissen wird, sondern auch das Verhältnis des Nicht- 
mitgerissenen zum Mitgerissenen eine sehr befriedigende Kon- 
stanz zeigt. In Anbetracht der geringen absoluten Zahlen bei ab- 
nehmenden Peptonmengen sind die Schwankungen der Prozent- 
zahl durchaus innerhalb der Leistungsfähigkeit der N-Bestim- 
mung. Andererseits scheint die vielleicht ein wenig hohe Pro- 
zentzahl der Reihe a anzuzeigen, daß wir hier an der oberen Grenze 
derjenigen Peptonmenge angelangt sind, die von der von uns kon- 
stant angewendeten Mastixmenge erschöpft werden kann. 

Entfernten wir nun den Mastix des Niederschlags im Soxhlet 
durch Chloroform vollständig, so zeigte sich immer, daß der ge- 
fundene Stickstoffwert des Rückstandes etwas hinter dem erwar- 
teten zurückblieb. Daran konnten, wie wir anfangs dachten, die 
mit der Methode verbundenen Verluste schuld sein. Nach den 
obigen Erörterungen war es aber geboten, zu untersuchen, ob 
nicht ein Teil des Peptons infolge der Gegenwart des Mastix in 
Chloroform löslich geworden ist. Und das hat sich in der Tat 
bestätigt. 

Wir fällten eine dünne Peptonlösung mit Mastixsuspension 
bei leicht essigsaurer Lösung, filtrierten und trockneten den 
Niederschlag auf Ton. Dieser Niederschlag löst sich nun in 
Äther mit Hinterlassung einer feinflockigen Trübung, die den 
Gesamtgehalt des Mastixniederschlagg an Pepton repräsentiert. 
Lösten wir statt in Äther in Chloroform oder Alkohol, so war die 
zurückbleibende Peptontrübung auffällig geringer, und lösten wir 
in einer Mischung von gleichen Teilen Alkohol und Chloroform, 
so blieb überhaupt kein merklicher Rückstand. Lösten wir den 
Niederschlag erst in wenig Alkohol-Chloroform und versetzten 
mit viel Äther, so entstand je nach Umständen eine geringere 
oder stärkere Ausflockung!). 

Es fragt sich nun, woraus der nach Lösung in Äther zurück- 
bleibende feinflockige Niederschlag besteht. Nimmt man diesen 


1) Folgende Beobachtung sei noch erwähnt. Wenn man eine Mastix- 
lösung zur Harztrockne eindampft und dann mit Äther aufnimmt, so 
hinterbleibt bei manchen Mastixsorten ein flockiger Rückstand, der zu 
Verwechslungen Anlaß geben könnte mit den sonst von uns erwähnten 
Ätherfällungen. Diese Flockung entsteht aber niemals, wenn man den 
Ather nicht zu dem harzig festen Mastix, sondern zu seiner, selbst bis 
20 prozentigen, Lösung in Alkohol oder Chloroform zugibt. 
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flockigen Rückstand nach wiederholtem Waschen mit Äther in 
Wasser auf, so geht reines Pepton in Lösung, während ein Mastix- 
rest in feinen Flöckchen zurückbleibt. Der Ätherrückstand ist 
also eine Mastix-Peptonverbindung, die sich aber von dem ur- 
sprünglichen Mastix-Peptonniederschlag in folgender Weise unter- 
scheidet: 1. er enthält relativ weniger Mastix, 2. er gibt, im 
Gegensatz zu dem primären Mastix-Pepton, sein Pepton leicht an 
Wasser ab. Diese beiden Tatsachen stehen offenbar in einem ur- 
sächlichen Zusammenhang. 

Im Prinzip das gleiche ergab sich mit Lecithin. Es Sun 
durch Vermischen von 1 Teil 10 proz. methylalkoholischer Lösung 
von Lecithin (Lecithol Riedel) mit 9 Teilen Wasser eine Suspen- 
sion hergestellt und diese mit einer schwachen Peptonlösung ver- 
setzt. Nach dem Ansäuern entsteht hier, genau wie bei Mastix, 
eine flockige Fällung, die wir filtrierten und auf Ton trockneten. 
Sie hat nicht die feste, pulverige Konsistenz des Mastixnieder- 
schlags, sondern die zähe Konsistenz von Lecithin. Dieser Nieder- 
schlag löst sich in Äther mit reichlichem Rückstand, in Chloro- 
form oder Alkohol mit wenig Rückstand, in Alkohol-Chloroform 
ohne Rückstand. Unter günstigen Bedingungen entsteht aus der 
Lösung in Alkohol-Chloroform durch Äther eine Flockung. 

Der durch Ätherextraktion aus der Lecithin-Mastixfällung 
hinterbleibende Rückstand ist nach Analogie mit den Mastix- 
versuchen eine Pepton-Lecithinverbindung von geringerem Leci- 
thingehalt. Wenn man den Ätherrückstand mit Wasser aufnimmt, 
so scheint er ganz in Lösung zu gehen, weil Lecithin sich mit 
Wasser viel leichter zu einer Emulsion zerschütteln läßt als 
trockener Mastix; besonders beim Erwärmen klärt sich eine auch 
peptonfreie, durch Schütteln von trockenem Lecithin mit Wasser 
hergestellte Lecithinemulsion ziemlich gut auf. So könnte man 
zu der Ansicht kommen, man habe hier eine wohldefinierte, 
wasserlösliche Pepton-Lecithinverbindung vor sich, wenn die 
Analogie mit dem Mastix hierüber nicht Klarheit gäbe; die An- 
nahme eines chemisch wohldefinierten ‚„Peptonlecithids‘‘ wird 
also durch diese Beobachtung in keiner Weise gestützt. 

Die Löslichkeitsunterschiede in den verschiedenen Solventien 
scheinen nicht so kraß zu sein wie bei den entsprechenden Mastix- 
verbindungen. Die genauere Verfolgung dieser Lecithinverbin- 
dungen würde jedoch noch ziemlich ausgedehnte Untersuchungen 
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erfordern, und wir haben uns vorläufig damit begnügt, die prin- 
zipielle Analogie mit den entsprechenden Mastixverbindungen 
festgestellt zu haben. Wir verfolgten nur die sehr viel bequemer 
zu gewinnenden Mastixverbindungen weiter. 

Um einen quantitativen Einblick in diese Löslichkeits- 
verhältnisse zu bekommen, mußte man Pepton-Mastixnieder- 
schläge mit den verschiedenen in Betracht kommenden Lösungs- 
mitteln im Soxhlet extrahieren und den N-Gehalt der Extraktions- 
flüssigkeiten bestimmen. In der Tat konnte gezeigt werden, daß 
der Ätherextrakt im Gegensatz zu dem Chloroform-Alkohol- 
extrakt keinen Stickstoff enthielt. Im Rückstand der Äther- 
extraktion fand sich dann die zu erwartende N-Menge. Bei der 
Extraktion mit Chloroform-Alkohol dagegen verteilt sich die zu 
erwartende N-Menge so, daß im Rückstand etwa !/,, im Extrakt ?/, 
der zu erwartenden Gesamt-N-Menge sich wiederfanden!). 


Im Rückstand . ........ 0,006 g N 
im Extrakt... 2.222020. 0,010 g N 
zusammen . . » 2 222000. 0,016 g N 
zu erwarten waren . . ..... 0,016 g N 


Ob diese Verteilung einer chemischen Verschiedenheit unter 
den Albumosen in dem benutzten Peptongemisch entspricht, 
möchten wir vorläufig bezweifeln. Näher liegt es anzunehmen, 
daß der Grad der Löslichkeit von dem Mengenverhältnis abhängt, 
in welchem Pepton und Mastix zu dem Niederschlag vereinigt 
sind, in dem Sinne, daß ein höherer Mastixgehalt die Löslichkeit 
in Chloroform-Alkohol erhöht. 

Wenn man mit reinem Chloroform extrahiert, so geht auch 
ein Teil der Albumosen in den Extrakt, der aber viel geringer ist 
als bei der Chloroform-Alkoholmischung. Jedenfalls ergibt sich 
daraus, daß man mit Äther extrahieren muß, wenn man den Rück- 
stand quantitativ auf Albumosen verarbeiten will. 

Ein Versuch mußte noch die an sich unwahrscheinliche An- 
nahme entscheiden, ob Eiweiß in Verbindung mit Mastix ebenso 
wie Albumosen in Chloroform-Alkohol löslich wird. Ein aus Blut- 


1) Die Gegenwart von großen Mengen Mastix erschwert die Auf- 
schließung im Kjeldalkolben. Die Flüssigkeit muß nach dem vollkommenen 
Hellwerden noch zwei Stunden weiter erhitzt werden. Kontrollversuche 
lehrten, daß nur unter dieser Bedingung der Aufschluß vollkommen wird. 
Der Mastix selbst wurde in wiederholten Versuchen völlig N-frei gefunden. 
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serum gewonnener Mastix-Eiweißniederschlag, welcher 0,2 g Ei- 
weiß an 6 g Mastix gebunden enthielt, wurde auf Tonplatten ge- 
trocknet und im Soxhlet mit Chloroform-Alkohol extrahiert. Der 
Rückstand war koaguliertes Eiweiß und löste sich in Natronlauge 
restlos. Das Extrakt dagegen enthielt keinen Stickstoff. Der 
Unterschied gegen die Albumosen liegt darin begründet, daß das 
Eiweiß im Laufe der nötigen Manipulationen denaturiert wird. 


2. Verhalten der Fermente. 


Eine weitere Analogie zwischen Lecithin und Mastix mußte 
sich bei den Fermenten und Toxinen herausstellen. Über die 
Beziehungen von Toxinen zu Lecithin ist bekannt, daß nach 
Kyes das Kobragift eine Verbindung mit Lecithin eingeht, 
welche trotz des Lecithingehalts wasserlöslich und trotz des Toxin- 
gehalts chloroformlöslich, aber nicht in Äther löslich ist. Ferner 
hat Pascucci!) beschrieben, daß Ricin mit einer wässerigen 
Lecithinemulsion eine Fällung gibt, eine Tatsache, die Neuberg 
und Rosenberg (a. a. O.) nicht bestätigen konnten. Angeregt 
durch den Kyesschen Befund hat Reiß?) auf Veranlassung von 
Bredig die Methode auf die Fermente zu übertragen versucht 
und gefunden, daß beim Ausschütteln einer wässerigen Ferment- 
lösung mit einer Chloroform-Lecithinlösung ein Teil des Fer- 
ments (Lab, Trypsin) ins Chloroform geht. | 

Wir begannen unsere Versuche mit Labferment (Lab- 
pulver von Grübler). Wässerige filtrierte Lösungen dieses Ferments 
geben bei minimal saurer Reaktion mit einer wässerigen Mastix- 
suspension Fällungen. Wenn wir z. B. 175 ccm klare Lablösung, 
welche die löslichen Bestandteile von 7,5g Labpulver enthielten, 
mit 2500 ccm Mastixsuspension — einer sicherlich weit mehr als 
unbedingt notwendigen Menge — fällten, die aus 450 ccm 10 proz. 
alkohol. Mastix und der entsprechenden Menge Wasser hergestellt 
war, so enthielt das (neutralisierte) Filtrat keine Spur Labferment 








1) Pascucci, Über die Wirkung des Ricins auf Lecithin. Beitr. z. 
chem. Physiol. u. Pathol., 7, 457. 

2) E. Reiß, Eine Beziehung des Lecithins zu den Fermenten. Berl. 
klin. Wochenschr., 1904, Nr. 45. — Derselbe, Über das Verhalten von 
Fermenten in kolloidalen Lösungen. Beitr. z. chem. Physiol. u, Pathol., 
7, 151. 
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mehr. Dagegen ließ sich der Labgehalt des Niederschlags auf fol- 
gende Weise demonstrieren: 


l. eine wässerige Aufschwemmung des noch feuchten Nieder- 


schlags bei genau neutraler Reaktion labt; 


2. eine Fibrinflocke, mit der genau neutralen, wässerigen Auf 
schwemmung des Niederschlags durchgeschüttelt, dann 
abgewaschen, nimmt labende Wirkung an. 


Die Verbindung des Labs mit Mastix ist also reversibel; 
durch Auswaschen läßt sich das Lab teilweise wieder in Freiheit 


setzen oder doch an Fibrin binden. Die Reversibilität besteht 


jedoch nicht in saurer Lösung. Darüber geben folgende Versuche 
Auskunft: Eine Aufschwemmung des Lab-Mastixniederschlags 
wurde einmal bei neutraler Reaktion, ein zweites Mal bei sehr 
schwach essigsaurer Reaktion, ein drittes Mal bei minimal alka- 
bëcher Reaktion (mit Soda) geschüttelt. Nur bei neutraler 
Reaktion nahm die Fibrinflocke Lab an. Die Ursache dafür ist 
die, daß bei saurer Reaktion das Mastix-Lab kein Lab abgibt, 
und bei alkalischer Reaktion das Fibrin kein Lab annimmt, wie 
schon, wenigstens für das Pepsin, von Jacoby!) ganz ähnlich 
nachgewiesen wurde: er konnte durch Soda Pepsin aus beladenen 
Fibrinflocken abwaschen. 

3. Wenn man eine wässerige Aufschwemmung des Mastix- 
Lab gut durchschüttelt und nach einer Weile filtriert, so zeigt 
das bei neutraler Reaktion gewonnene Filtrat eine, wenn auch 
schwache, labende Wirkung; das bei saurer Reaktion gewonnene 
(dann wieder neutralisierte) Filtrat dagegen nicht. Ein analoger 
Versuch bei alkalischer Reaktion ist nicht ausführbar, weil selbst 
durch Spuren von Alkali der Niederschlag peptisiert wird und durch 
alle Filter hindurchgeht, und weil dann natürlich auch das Filtrat 
stark labt. 

Wir kommen nunmehr zu den Löslichkeitsverhältnissen des 
Mastix-Lab. In Wasser ist es unlöslich, nur geht, wie gesagt bei 
genau neutraler Reaktion eine sehr geringe Menge freien Labs in 
Lösung. In Chlcoroform-Alkohol löst es sich dagegen ohne jeden 
Rückstand. In Äther löst es sich unter Hinterlassung eines noch 


1) M. Jacoby, Zur Kenntnis der Fermente und Antifermente. 
3. Mitteilung. Diese Zeitschr., 2, 247. 


S E ` mg mm, 5 ffe 
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ziemlich voluminösen, feinflockigen Niederschlags, der sich durch 
wiederholtes Waschen mit Äther vom überschüssigen Mastix rei- 
nigen läßt und dann folgende Eigenschaften zeigt: er ist in Chloro- 
form-Alkohol glatt löslich; in Alkohol löst er sich, aber mit Hinter- 
lassung eines flockigen Rückstandes, welcher intensiv labt; in 
Wasser scheint zunächst der Ätherrückstand nicht oder kaum 
löslich zu sein; wenn man aber die wässerige Aufschwemmung fil- 
triert, so erhält man ein klares, ungemein stark labendes Filtrat. 
Aus der Alkohol-Chloroformlösung entsteht durch 4—5 Vol. 
Äther ein grobflockiger, sich sehr leicht absetzender Niederschlag, 
der dieselben Eigenschaften zeigt, wie der durch direktes Lösen 
in Äther hinterbleibende Rückstand. 

Der Ätherrückstand ist also offenbar nicht freies Labferment, 
sondern auch noch eine Mastix-Labverbindung, aber mit weniger 
Mastixgehalt als der primäre Mastixniederschlag; und der aus dem 
Ätherrückstand durch Waschen mit Alkohol gewonnene Rückstand 
ist ebenfalls noch eine Mastix-Labverbindung, aber mit noch 
weniger Mastix. 

Es gibt demnach Verbindungen von Mastix und Lab in allen 
möglichen Mengenverhältnissen. Je weniger Mastix aber eine 
solche Verbindung enthält, um so leichter gibt sie das Lab an 
Wasser ab. Wenn man die mastixärmste Verbindung, die man 
durch Waschen des Ätherrückstandes mit Alkohol erhält, 
mehrere Male mit Wasser auswäscht, so kann man den Labgehalt 
dieser Verbindung fast erschöpfen, und man erhält als Filtrat 
eine Lablösung, die nach starker Einengung im Vakuum auf Zu- 
satz von 3—4 Volumina Alkohol einen Niederschlag von sehr 
starker Labwirkung gibt. 

Hierin liegt ein Weg begründet, um Fermente von Bei- 
mengungen zu befreien, über den wir nächstens berichten werden. 

Das Verhalten des Lecithins zum Lab haben wir vorläufig 
nur so weit studiert, als es nötig war, um die Analogie mit dem 
Mastix festzustellen. Eine wässerige, klarfiltrierte Lablösung 
(2%) gibt mit gleichen Mengen einer lproz. wässrigen Lecithin- 
emulsion bei neutraler bis leicht saurer, aber nicht bei alkalischer 
Reaktion ohne Elektrolytzusatz eine gute Fällung, welche ab- 
filtriert werden kann. Diese Fällung, im Exsiccator getrocknet, 
sieht wie reines Lecithin aus, läßt sich mit Wasser zu einer Sus- 
pension aufschütteln, welche labt, löst sich glatt in Chloroform ; 

2% 
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in Äther löst sie sich dagegen unter Hinterlassung eines flockigen 
Rückstandes. 

Dieses Verhalten des Labfermentes gegen Mastix ist jedoch 
nicht allgemein gültig für alle Fermente. So verhält sich das 
Trypsin (Pankreatin. puriss. absolut. Rhenania) ganz anders. 
Wässerige, klar filtrierte Lösungen geben mit Mastixsuspensionen 
weder bei neutraler, noch bei saurer, noch bei alkalischer Reaktion 
Fällungen, wohl aber auf Zusatz von MgSO, bei leicht saurer Reak- 
tion. Bei ausreichender Mastixmenge ist dann das Filtrat frei 
oder fast frei von Trypsin. Der Unterschied gegen Lab zeigt sich 
nun insofern, als dieser Mastixniederschlag, in Chloroform-Alkohol 
gelöst, einen ziemlich reichlichen Rückstand hinterläßt, der sich 
durch Waschen mit Chloroform-Alkohol völlig vom Mastix be- 
freien läßt und dann intensive tryptische Wirkung zeigt. Die 
Unlöslichkeit des Mastix-Trypsins in Chloroform-Alkohol ist aber 
nicht vollkommen. Wir verjagten das Chloroform dieser Lösung 
im Vakuum, füllten den Rückstand mit Alkohol auf, bis etwa eine 
1Oproz. Mastixlösung resultierte, verwandelten diese durch Zu- 
satz von 4 Vol. Wasser in eine Suspension und schüttelten eine 
Fibrinflocke hiermit durch. Diese wurde dann mit Wasser abge- 
waschen und in schwach alkalischem Wasser in den Brutschrank 
gestellt. Am nächsten Tag war zwar keine völlige Lösung der 
Fibrinflocke eingetreten, aber die Flüssigkeit gab eine starke, rein 
rote Biuretreaktion. Es zeigt sich aber, daß wir nur von einer 
sehr geringen Löslichkeit des Mastix-Trypsins in Chloroform- 
Alkohol sprechen können; die Hauptmenge des Trypsins wird 
durch Chloroform-Alkohol vom Mastix als fester Rückstand ab- 
gespalten. 

Wir hoffen, daß diese Untersuchungen auf die so wichtige 
Frage nach der Natur der Toxin-Lecithide und somit nach dem 
Chemismus der Toxinwirkung überhaupt einigen Einfluß ge- 
winnen möchten. 


Zur Kenntnis der Fermente und Antifermente. 
4. Mitteilung.) 


Von 


Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 21. Februar 1907.) 


1. Über das Verhalten von Labflocken gegenüber Salzsäure und 
Soda in bezug auf Lab- und Verdauungswirkung. 


In der 2. und 3. Mitteilung war gezeigt worden, daß Salz- 
säure Trypsin und Soda Pepsin von den Fibrinflocken ablöst und 
daß die Fermente sich in der Säure resp. der Soda gelöst nach- 
weisen lassen. Um aber dem Verhalten der Fermente gegen Säu- 
ren und Basen eine größere Bedeutung beilegen zu können, schien 
es wünschenswert, zu untersuchen, wie sich ein und dieselbe 
Fermentwirkung gegen beide Agentien verhält. Als sehr geeignet 
für diese Versuche erwies sich wiederum das ausgezeichnete 
Wittesche Labpräparat, zumal man hier gleichzeitig die Ein- 
wirkung von Säuren und Alkalien auf die labende und peptische 
Wirkung studieren konnte. 

Zunächst Versuchsbeispiele: 

Hammelfibrinflocken kommen für einige Zeit in 30 ccm einer 
Iproz. Lablösung. Nach tüchtigem Auswaschen kommt ein Teil 
der Flocken in 20 ccm einer Sodalösung von 0,04%, (l ccm = 
0,4 mgr), eine andere Portion in 20 ccm (1 ccm = 0,04 mgr). Die 
Flocken werden dann wieder gründlich mit Wasser ausgewaschen. 
Während die Proben, die nur in der Lablösung waren, maximal 
laben, sind die anderen völlig wirkungslos. 


1) Die früheren Mitteilungen s. diese Zeitschr., 1, 53 —. 2, 147 —. 2, 247. 
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l ccm = 0,04 mgr bedeutet eine Sodalösung, die an der un- 
teren Grenze der Wirksamkeit liegt, da in einigen anderen Reihen 
eine Sodalösung von 1 ccm = 0,07 mgr die Labwirkung nicht von 


den Flocken entfernte. Salzsäure | und vermochte 


n n 
Tuer) 
ın entsprechenden Versuchen keine Ablösung des Labs von den 
Flocken, auch nicht einmal eine teilweise, zu bewirken. 

Das Lab hat sich also dem Pepsin parallel erwiesen. Be- 
sonders interessant mußte es nun sein, zu untersuchen, inwie- 
fern die an den Flocken fixierte proteolytische Wirkung des 
Witte-Lab durch Säuren und Alkalien von ihnen abgelöst wird. 
Es sei gleich vorweg bemerkt, daß auch hier ein Parallelismus 
zwischen der Labwirkung und der Verdauungswirkung aufgefunden 
wurde. 

Zunächst möchte ich kurz schildern, wie ich mir in meinen 
Versuchen die Verdauungswirkung des Präparates zur Anschau- 
ung brachte. Ich beschränkte mich darauf, die Wirkung bei saurer 
Reaktion zu studieren, bei einem Grade der sauren Reaktion, die 
für Pepsinversuche die geeignetste ist. Die Labflocken wurden 
in 3 ccm einer 7proz. Chloroformgelatine gebracht, der 1 ccm 
1/0. Normalsalzsäure zugefügt war. Die Labflocken wurden 
aufgelöst, die Gelatine trübe und undurchsichtig, aber ihr Er- 
starrungsvermögen blieb erhalten. Den Fibrinflocken gegenüber 
ist also die peptische Wirkung unverkennbar, nicht aber gegen- 
über der Gelatine. 

Brachte ich nun Labflocken nach dem Auswaschen in Wasser 
zunächst in Salzsäure resp. Soda, wusch sie wiederum kräftig 
aus und übertrug sie nun erst in die Gelatine, so behielten die mit 
Säure vorbehandelten Flocken ihre peptische Wirkung, die mit 
Soda behandelten hatten sie verloren. Dabei wurde besonders 
darauf geachtet, daß nicht etwa die peptische Wirkung, ent- 
sprechend den wichtigen Versuchen Pawlows und Parastschuks, 
nur in einen latenten Zustand übergeführt war. Auch wenn die 
Flocken längere Zeit im neutralen Zustand belassen wurden, 
kehrte die Wirksamkeit nicht zurück. Erinnert man sich meiner 
Erfahrungen über die Löslichkeit des Pepsins in Soda, so muß 
man auch bei den neuen Versuchen annehmen, daß die Flocken 
unwirksam werden, weil das Ferment sich in der alkalischen 
Flüssigkeit löst. 
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De und Leg Salzsäure verändert die Labflocken nicht, 
Soda (l ccm = 2 mgr) macht sie völlig unwirksam, auch wenn 
sie mehrere Stunden nach der Sodaeinwirkung in Wasser belassen 
werden. Die Labflocken waren hergestellt worden, indem die 
Hammelfibrinflocken in eine %proz. Lablösung gelegt waren 
und relativ wenig Ferment adsorbiert hatten. Um aber ferment- 
reichere Flocken (aus einer 2proz. Lablösung) unwirksam zu machen, 
war ein stärkerer Sodagrad (l ccm = 20 mgr) nötig. 


2. Über die Wirkung von Pferdeserum auf die Lab- und 
Verdauungswirkung von Labflocken. 

Nachdem es mir, wie ich in der 3. Mitteilung gezeigt habe, 
gelungen war, die antipeptische Wirkung des normalen Pferde- 
serums mit Hilfe der Flockenmethode nachzuweisen, war es mög- 
lich geworden, die antifermentative Fähigkeit des Pferdeserums 
gegenüber beiden Wirkungen ein und desselben Fermentpräpa- 
rates zu prüfen. Auch hierzu schien mir Witte-Lab besonders 
geeignet. 

Hammelfibrinflocken kommen in 50 ccm einer Lösung von 
Witte-Lab (1 ccm = 0,1 mgr). Die Flocken werden ausgewaschen, 
dann kommt ein Teil der Flocken in je 20 ccm eines auf 1%, eine 
andere Portion in 20 ccm auf Y, verdünntes Pferdeserum. Dann 
wird wieder ausgewaschen. 

Die Flocken aus LG Serum laben nicht, die aus 4, Serum 
ebenso maximal wie die Normalflocken. Die Verdauungswirkung 
wird in 1, und Y, Serum vollkommen aufgehoben. 

Das Serum beeinflußt also beide Wirkungen des Labpräpa- 
rates. Die antipeptische Wirkung schien intensiver zu sein als 
die Antilabwirkung. Erheblich ist der Unterschied nicht. Man 
muß bedenken, daß die sehr intensive Labwirkung hier der sehr 
unbedeutend in die Erscheinung tretenden Verdauungswirkung 
der Labpräparate gegenübersteht. 


3. Bedeutung der Konzentration und der absoluten Menge der 
Hemmungsstoffe des Serums. 

Fernerhin habe ich nunmehr die Flockenmethode für eine 

von mir in der 2. Mitteilung in Aussicht gestellte Untersuchung 

verwertet. Nachdem mitgeteilt war, daß Antifermentlösungen 
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von einer bestimmten Konzentration imstande sind, Ferment- 
flocken unwirksam zu machen, sollte noch experimentell ent- 
schieden werden, ob die absolute Menge oder die Konzentration 
des Antiferments für die Wirkung bedeutungsvoller sei. Es leuchtet 
ohne weiteres ein, daß derartige für die späteren Diskussionen un- 
entbehrlichen Untersuchungen erst durch die Flockenmethode 
möglich werden, da man mit ihr die Antikörper- und die Ferment- 
wirkung getrennt untersuchen kann. 

Ein einziges Versuchsbeispiel zeigt, wie sich stets die Dinge 
abspielten: 5 mgr Lab werden in 50 ccm Wasser gelöst, in die 
Lösung kommen für ca. Le Stunde Hammelfibrinflocken, die dann 
wie immer gründlich ausgewaschen werden. 

Ein Teil der Flocken kommt dann in 

1) 10 ccm Pferdeserum 


2) 5 „ Ri + 5 cem (0,85%) Kochsalzlösung, 
3) 1 ,, i +9 ,, P ge 

4) 0,1 , o + 99 ,, u u 

la) 10 ,, % +90 ,, N; e 

2a) 5 „ de +9 ,, u = 

3a) 1 ,, e +9 ,, er e 

4a) 0,1, 42 + 99,1 ,, ; 


Die Mischungen werden kräftig geschüttelt, dann die Flocken 
aus den Lösungen entfernt und gut ausgewaschen. 

Es werden, wie immer, je zwei Kontrollproben angestellt. 
Die Flocken kommen in je 5 ccm frische, gekühlte Chloroform- 
milch, die Proben über Nacht in den Eisschrank. 

Am nächsten Tag alles in den Brutschrank. Die Proben aus 
1 bis 3, la und 2a bleiben dauernd ungelabt, 4 und 3a wird all- 
mählich stark gelabt, 4a schnell maximal. 

Es ergab sich in diesen wie in allen entsprechenden Ver- 
suchen, daß in erster Linie die Menge des vorhandenen Antifer- 
ments — natürlich war durch Umschütteln stets für genügende 
Berührung der Flocken mit den Fermentteilchen gesorgt — ent- 
scheidend ist, bei geringer, absoluter Menge erst wird die Kon- 
zentration entscheidend: eine stärkere Konzentration ermöglicht 
auch bei verhältnismäßig geringer Menge noch eine Wirkung, die 
bei schwacher Konzentration ausbleibt. 

Die Versuche werden fortgesetzt und theoretische Diskus- 
sionen vorläufig verschoben. 





Über Hämagglutination und Hämatolyse. 


Von 
L. v. Liebermann. 


(Vorläufige Mitteilung.) 
Aus dem hygienischen Institute der Universität Budapest. 
(Eingegangen am 25. Februar 1907.) 


Die feineren Vorgänge bei der Hämagglutination und Häma- 
tolyse sind bisher weniger studiert worden. Eine fast unüberseh- 
bare Menge von Einzelbeobachtungen und Vermutungen, meist 
im Dienste einer oder der anderen Hypothese, hat, wie es mir 
scheinen will, nicht dazu beigetragen, einen näheren Einblick 
in den Mechanismus dieser Vorgänge zu vermitteln. 

Eigentlich chemischen Untersuchungen begegnen wir selten, 
dafür aber neuestens zahlreichen Versuchen, besonders das 
Agglutinationsphänomen auf physikalischem Wege, durch Appli- 
kation jener Anschauungen zu erklären, die man sich über die 
Natur der Kolloide und ihre elektrischen Ladungen gebildet hat. 
Ohne die Bedeutung dieser Art von Untersuchungen zu ver- 
kennen, — in erster Reihe stehen hier bekanntlich die wichtigen 
Versuche von Bechhold — muß man aber, wie ich meine, doch 
sagen, daß man vor allem versuchen muß, ob den genannten Er- 
scheinungen nicht einfache chemische Reaktionen zugrunde liegen, 
um so mehr, da die nach den physikalischen Methoden erhaltenen 
Resultate vieldeutig und ihre theoretischen Grundlagen bei weitem 
noch nicht sichergestellt sind!). 

1) Man vergleiche hiermit die neuesten Arbeiten von B. H. Buxton 
u. Philip Shaffer, B. H. Buxton u. Oskar Teague, insbesondere aber 
die Arbeit über die von suspendierten Teilchen getragene elek- 
trische Ladung, von Oskar Teague u. B. H. Buxton (Zeitschr. 
f. physikal. Chemie, 57, 1. Heft). Bezeichnend ist folgendes aus dem 
Schlusse der letzteren Arbeit: Die Ursachen der Ausflockungserscheinungen 
sind noch keineswegs ergründet. Außer der Neutralisation von Ladungen, 
welche nur eine untergeordnete Rolle spielen mag, sind andere mögliche 


Faktoren vorhanden, wie Adsorption und chemische Verbindung, und wir 
haben noch keine Anhaltspunkte dafür, wie weit derartige Umstände in 


Frage kommen. 
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Ich habe es für notwendig gehalten, zunächst verhältnis- 
mäßig einfache, einer chemischen Untersuchung zugänglichere 
Reaktionen zu studieren, als es diejenigen sind, welche durch 
agglutinierende und hämatolytische Sera bewirkt werden und 
erst auf Grund der so gewonnenen Erfahrungen auf das Studium 
der letztgenannten überzugehen. Ich glaube mich in der Rich- 
tigkeit des eingeschlagenen Weges nicht getäuscht und wirklich 
einige Anhaltspunkte gewonnen zu haben, welche es gestatten, 
derartigen Fragen näher zu treten. 

An dieser Stelle erlaube ich mir nur kurz zusammenfassend 
über wichtigere Resultate meiner Versuche zu berichten, und be- 
halte mir vor, dieselben an anderer Stelle ausführlich darzustellen. 

Ich habe meine Versuche mit Ricin begonnen, von dem ich 
nachweisen konnte, daß es ein säureartiger Körper ist, oder doch 
als agglutinierenden Bestandteil eine Säure enthält. Es konnte 
nachgewiesen werden, daß der Mechanismus der Rieinagglu- 
tinstion darin besteht, daß das Ricin die schon von F. Hoppe- 
Seyler mit guten Gründen behauptete Stroma - Hämoglo- 
binverbindung (Arterin, Phlebin) zersetzt, indem es sich 
mit dem Stroma verbindet (aus welcher Verbindung es durch Salz- 
säure wieder freigemacht werden kann) und das Hämoglobin frei- 
macht, welches, im festen Gerinnsel eingeschlossen, nur langsanı 
in die umgebende Flüssigkeit diffundiert. Im Gefolge dieser 
Agglutination treten also die Erscheinungen der Häma- 
tolyse auf. | 

Versuche mit kolloidaler Kieselsäure, auf deren blutkörper- 
chen-agglutinierende Fähigkeit bekanntlich Landsteiner und 
Jagic aufmerksam gemacht haben, haben bezüglich der hier statt- 
findenden chemischen Reaktion dasselbe ergeben: die Kiesel- 
säure verbindet sich mit dem Stroma, und konsekutiv treten die 
Erscheinungen der Hämatolyse auf. 

Andere Versuche, bei denen ich von meinem Sohne Paul 
unterstützt wurde, mit sog. neutralem Guajacsaponin (einem 
Präparat, welches im Laboratorium von R. Kobert durch dessen 
Schüler Frieboes eingehend studiert wurde) hatten ergeben, daß 
es auf gewaschene Blutkörperchen heftig hämatolytisch wirkt, 
ohne daß der Hämatolyse sinnfällige Agglutination vorausgehen 
würde. Die nähere Untersuchung auch dieser Reaktion 
hat ergeben, daß sich das genannte Saponin, ebenso 
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wie Ricin und Kieselsäure, mit dem Stroma der roten 
Blutkörperchen verbindet, daß also der Mechanismus 
der Reaktion derselbe ist. 

Das Guajacsaponin ist mithin der Repräsentant von Hämato- 
lysinen, welche ohne vorhergehende Agglutination Hämatolyse 
erzeugen und sich von den anderen nur darin unterscheiden, 
daß die bei der Zersetzung der Stroma-Hämoglobinverbindung 
(Arterin, Phlebin) entstehende Stroma-Lysinverbindung — in 
diesem Falle: Stroma-Saponin — andere physikalische Eigen- 
schaften hat, insbesondere keine festen oder keine vielleicht 
klebrigen Gerinnsel bildet wie die Agglutinine, was ja verständ- 
lich ist, da die neuentstandenen Stromaverbindungen trotz der 
Identität des einen Komponenten stofflich verschieden sind, 
ebenso wie z. B. kohlensaures Baryum und kohlensaures Natrium. 

Als weiteres Resultat der vorstehend erwähnten Versuche 
hat sich insbesondere bei den Ricinversuchen ergeben, daß die 
Reaktion der zu den Versuchen dienenden Blutkörperchen- 
emulsionen von wesentlichem Einfluß ist, daß eine Steigerung der 
alkalischen Reaktion eher die Agglutination, eine Verminderung 
derselben eher das Auftreten der hämatolytischen Erscheinungen 
begünstigt und daß das Blutserum meist schützende Eigen- 
schaften hat. Diese Dinge werden weiter unten ihre Anwendung 
finden. 
| Das Agglutinationsphänomen im allgemeinen soll in 
der später folgenden ausführlichen Mitteilung behandelt werden, 
ebenso der Vorgang bei der Hämatolyse durch destilliertes 
Wasser. Hier mag nur so viel angedeutet werden, daß meines 
Erachtens Agglutination und Präzipitation nur insofern verschie- 
den sind, daß erstere an die Gegenwart noch ganz oder teilweise 
erhaltener zelliger Elemente gebunden ist und daß die hämato- 
lytische Wirkung des destillierten Wassers ein komplizierter Vor- 
gang ist, an welchem sich osmotische Vorgänge und Hydrolyse 
des Arterins beteiligen. 

Übergehend auf die Wirkung der hämatolytischen „Immun- 
sera‘ sei vorausgeschickt, daß sich die Versuche auf Sera von 
Kaninchen beschränkt haben, welche gegen (gewaschene) Schweine- 
blutkörperchen durch subkutane Einspritzung der betreffenden, 
ın der Regel 5proz. Blutkörperchen- phys. NaCl- Emulsionen 
„immunisiert‘“ wurden. Die Befunde sollen also einstweilen 
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nur für diese Versuchsbedingungen gelten: ihre prinzipielle Be- 
deutung verlieren sie dadurch nicht; denn wenn auch später Ver- 
suche mit anderen Blutarten und anderen Tieren zeigen sollten, 
daß sie nicht dieselben positiven Resultate ergeben, so kann 
nur die Frage aufgeworfen werden, warum dies nicht geschehen 
ist, was dann zur Feststellung von Details führen muß, welche 
sich auf die chemischen Bedingungen der Artverschiedenheit der 
Blutkörperchen bzw. Sera beziehen werden. 

Die erwähnten Untersuchungen (zum Teil unter Mitwirkung 
meines Sohnes Paul und meines Assistenten Herrn B. v. Feny- 
vessy) haben nun im wesentlichen folgendes ergeben: 

1. Das hämatolytische Immunserum enthält ein Agglutinin. 
Es ist schon seit langem bekannt, daß solche Sera, bei 56° inak- 
tiviert, Blutkörperchen agglutinieren, wenn auch nicht in der auf- 
fälligen Weise, wie etwa Ricin, aber doch immerhin kenntlich an 
der Beschaffenheit des Rückstandes, den man erhält, wenn man 
mit inaktiviertem Immunserum behandelte Blutkörperchenemul- 
sion nach dem Stehen im Thermostaten zentrifugiert. 

2. Auch im Gefolge dieser Agglutination treten, wenn auch 
sehr schwach und nicht immer deutlich, die Erscheinungen der 
Hämatolyse auf. 

3. Es läßt sich zeigen, daß der Mechanismus dieser 
Agglutination ein der Ricin- bzw. Kieselsäurewirkung 
ähnlicher ist. Es hat sich eine Verbindung des Agglutinins 
gebildet, welche durch „5%, Salzsäure (mit physiol. NaCl-Lösung 
bereitet) wieder zersetzt werden kann, so daß das Agglutinin 
wieder wirkungsfähig wird. In ähnlicher Weise haben Hahn 
und Trommsdorff das Agglutinin aus agglutinierten Bakterien 
freigemacht. Das so wiedergewonnene Agglutinin oder 
besser: dieagglutininhaltigeLösung (genau neutralisiert) 
agglutiniert wieder und gibt nach geeigneter Behand- 
lung, deren Details der ausführlichen Mitteilung vor- 
behalten bleiben, mit Normalserum zusammengebracht, 
wieder eine hämatolytisch wirkende Flüssigkeit. 

4. Es wurde auch hier festgestellt, daß der Grad der 
Alkalinität der hämatolytischen Sera für ihre Wirkung 
von wesentlichem Einfluß ist. Dieser geht so weit, 
daß es gelingt, das hämatolytische Serum durch Zusatz 
bestimmter Mengen von Alkali genau so zu inakti- 
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vieren, wie dies durch Erhitzen auf 56° geschieht. Das 
auf diese Weise inaktivierte Serum wird bei genauer Neutrali- 
sierung des verwendeten Alkali wieder aktiviert. 

5. Beim Inaktivieren eines hämatolytischen Immunserums 
sowohl, als auch eines Normalserums — durch halbstündiges Er- 
hitzen auf 56° — wird die wahre Alkalinität der Sera, also ihr Ge- 
halt an Hydroxylionen wesentlich gesteigert. Die Hydroxylionen- 
konzentration kann nach dem Erhitzen auf das Doppelte der ur- 
sprünglichen, ja noch höher steigen. Dies haben unsere eigenen 
Versuche sowie auch Versuche Prof. Tangls erwiesen, die er auf 
unsere Bitte so freundlich war auszuführen. 

Als Beispiel diene folgende Versuchsreihe: 


Konzentration der OH-Ionen; 
Grammäquivalente pro Liter 








Lapin-Immunserum I. 10 - 10-7 
Dasselbe bei 56° inaktiviert 26 - 10-7 
Normales Pferdeblutserum 4,3 - 10-7 
Dasselbe bei 56° inaktiviert 92.10-7 


Der Gehalt an titrierbarem Alkali bleibt aber unverändert. 

Es lag nun nahe, daran zu denken, daß auch das Erhitzen 
auf 56° nur darum inaktivierend wirkt, weil die Alkalizität ge- 
steigert wird, da ja (s. den vorhergehenden Punkt 4) nachgewiesen 
wurde, daß durch Zusatz von Alkali zu aktivem Immunserum 
dasselbe zu erreichen ist. 

Die nähere Untersuchung der Frage hat aber erwiesen, daß 
dies nicht der Fall ist, da es sich in diesen beiden Fällen um 
Hydroxylionenkonzentration sehr verschiedener Größenordnung 
handelt. 

Während nämlich beim Erhitzen die OH-Konzentration etwa 
um das Doppelte oder rund 21, fache steigt, wird ein komplettes 
Inaktivieren durch Zusatz von Alkali nur dann erreicht, wenn die 
OH-Konzentration etwa das 19fache derjenigen beträgt, welche 
das erhitzte Serum besitzt. 

Übereinstimmend hiermit wurde festgestellt, daß zur Wieder- 
herstellung der hämatolytischen Fähigkeit der auf die oben er- 
wähnte verschiedene Weise inaktivierten Sera sehr verschiedene 
Säuremengen notwendig sind, nämlich bedeutend größere bei 
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den durch Hitze inaktivierten, so daß die Sera schon amphoter 
reagieren müssen, um eine der ursprünglichen ähnliche hämato- 
Iytische Wirkung zu zeigen. 

6. Da nun das Agglutinin der Immunsera für sich allein (im 
inaktivierten Serum) nur eine geringe, mit derjenigen der aktiven 
Immunsera gar nicht zu vergleichende hämatolytische Wirkung 
besitzt; da es sich andererseits auch herausgestellt hat, daß durch 
Verringerung der OH-Ionenkonzentration des durch Erhitzen 
inaktivierten Serums auf den ursprünglichen Gehalt die Aktivität 
nicht wieder hergestellt werden kann, war es klar, daß die Aktivi- 
tät der Immunsera entsprechend den heute allgemein geltenden 
Anschauungen wirklich von mindestens zwei Stoffen verursacht 
wird, von denen der eine nur in den Immunseris, der andere auch 
in Normalseris vorkommt, und daß man es also bei den häma- 
tolytischen Immunseris mit einer dritten Art hämato- 
lytischer Wirkung zu tun hat, die einerseits von jener, 
welche als Folgeerscheinung der Agglutination, anderer- 
seits von jener, welche ohne Agglutination (wie bei 
Saponin) auftritt, verschieden ist. 

Die weiteren Versuche bezweckten nun die Isolie- 
rung der beiden bei der Hämatolyse zusammenwirken- 
den Körper, also des sog. Immunkörpers und des Komple- 
mentes. Sie sind allerdings noch lange nicht abgeschlossen, haben 
aber dennoch zu Resultaten geführt, deren Mitteilung gerecht- 
fertigt erscheint. 

Ich habe, wie ich schon oben kurz erwähnte, gefunden, 
daß man Schweineblutkörperchen, die durch Lapinimmunserum, 
welches bei 56° inaktiviert wurde, agglutiniert wurden, nach 
gründlichem Auswaschen des agglutinierten und wiederholt zer- 
schüttelten Zentrifugenrückstandes mit physiol. NaCl-Lösung 
und nach dem Zersetzen desselben mit „5, Salzsäure (mit phys. 
NaCl-Lösung bereitet!) einen Körper entziehen kann, welcher 
Schweineblutkörperchen agglutiniert und im Verein mit nor- 
malemSchweineblutserum bewirkt, daß dieses nun Schweine- 
blutkörperchen auch hämatolysiertt. Der thermostabile Im- 
munkörper konntealsoden mitihm beladenen und wahr- 
scheinlich durch ihn agglutinierten Blutkörperchen 
entzogen werden und dürfte eine Säure oder ein Ge 
menge von Säuren sein. 


Über Hämagglutination und Hämatolyse. 31 


Bei der Suche nach den Komplementen zeigte es sich, daß 
die in den Blutseris normal und in relativ beträchtlicher Menge 
vorkommenden Seifen recht wohl die Rolle von Komplementen 
spielen können. Die Alkaliseifen sind, wie dies übrigens schon 
längst bekannt ist, exquisite Hämatolysine . Löst man z. B. sapo 
medicinalis in physiol. NaCl-Lösung im Verhältnisse 1 : 1000, 
so genügen schon 0,25 com und noch weniger, um 2 ccm 
5 proz. Schweineblutkörperchen-Emulsion (aus gewaschenen Blut- 
körperchen bereitet!) bei 37° in einigen Minuten vollständig 
zu lösen. 

Sonderbarerweise ist meines Wissens bisher noch nie die 
Frage aufgeworfen worden, wie es kommt, daß diese heftigen Blut- 
gifte, die Seifen, obwohl sie normale Bestandteile des Serums sind, 
hier keine derartige Wirkung entfalten? 

Daran ist nicht zu denken, daß ihre Menge hier zu gering 
wäre, denn schon bei einem Gehalte von fünf Tausendstel Prozent 
wirken sie heftig, während das Blut viel mehr, nach einer Angabe 
von Kobert 0,12%, Seife enthält. 

Die Sache verhält sich tatsächlich so, daß das Blut- 
plasma Bestandteileenthält, welchedieBlutkörperchen 
vordem Angriffeder Seifen schützen, und zwar wahrschein- 
lich in der Weise, daß sie sich mit ihnen zu unwirksamen Verbin- 
dungen vereinigen. Ein solcher Bestandteil ist das Serum- 
albumin. 

Als Beispiel will ich aus einer meiner Versuchsreihen fol- 
genden Versuch mitteilen, zu welchem eine mit phys. NaCl-Lösung 
bereitete filtrierte konz. Lösung von Serumalbumin, eine gleich- 
falls mit phys. NaCl-Lösung bereitete Lösung von sapo medicinalis 
und 5% Schweineblutkörperchen-Emulison (mit gewaschenen Blut- 
körperchen und phys. NaCl bereitet) dienten. Der Zusatz der 
einzelnen Lösungen geschah in der unten angegebenen Reihen- 
folge: 

1. 0,25 ccm Seifenlösung + 2 ccm Serumalbumin-Lösung +- 2 ccm 

Blutkörperchen-Emulsion + 1,1 phys. NaCl !). 

2. 0,25 ccm Seifenlösung + 2 eem Blutkörperchen-Emulsion + 3,1 

phys. NaCl. 


1) Die Kompletierung mit phys. NaCl geschah nur darum mit diesen 
Mengen, weil jene längere Versuchsreihe, aus welcher dieser Versuch 
herausgegriffen ist, gerade diese Mengen erfordert hat. 
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Nach dreiviertelstündigem Stehen im Thermostaten bei 37° 
zeigt 1. keine Spur von Hämatolyse, während 2. komplet gelöst, 
vollkommen ‚lackfarben‘‘ geworden ist. 

Fügt man zu Blutserum Seifelösung, so wird letztere eben- 
falls unwirksam. 

Ähnlich wie Serumalbumin wirken auch Kalksalze, welche 
ja ebenfalls normale Bestandteile des Serums sind, in geringerem 
Maße auch Magnesiumsalze, z. B.: 

1. 0,1 com Seifenlösung + 0,5 ccm 1°/, CaCl,-Lösung (in phys. 

NaCl-Lösung) + 2 ccm Blutkörperchen-Emulsion. 

2. 0,1 ocm Seifenlösung + 2 com Blutkörperchen-Emulsion. 


Nach halbstündigem Stehen im Thermostaten: 1. keine Spur 
von Hämatolyse, 2. komplett gelöst, lackfarben. 

Genau so wie die Seifenlösungen wird auch das aktive häma- 
tolytische Kaninchenimmunserum von Kalksalzen inaktiviert; 
auch Normalserum. 

Zu folgendem Versuch diente ein Gemenge aus gleichen Teilen 
aktivem Kaninchenimmunserum und normalem Schweineblut- 
serum und wie oben eine mit phys. NaCl-Lösung bereitete 1 proz. 
Lösung von Cal: 

L locm Serum + 1 ccm CaCl, + 2com Schweineblutkörperchen- 

Emulsion + 1 ccm phys. NaCl-Lösung. 
2. l ccm Serum +4 2 oom CaCl, + 2 com Schweineblutkörperchen- 
Emulsion 

3. lccm Serum + 2 ccm Schweineblutkörperchen-Emulsion + 2ccm 

phys. NaCl-Lösung. 


Nach halbstündigem Stehen im Thermostaten: 1. Spuren von 
Hämatolyse, 2. keine Spur von Hämatolyse, 3. komplet gelöst, 
lackfarben. 

Wollen wir also annehmen, daßesdiein den Seris be- 
findlichen Seifen sind, welche die Rolle von Komple- 
menten spielen, richtiger: daß es eigentlich diese sind, welche 
die hämatolytische Wirkung ausüben, so müssen wir auch an- 
nehmen, daß sie eines Stoffes bedürfen, der sie aktiviert, d. h. sie 
aus ihren inaktiven Verbindungen mit Serumalbumin freimacht, 
und dieser Stoff wäre dann der Immunkörper. 

Meine Beobachtung, daß aktives hämatolytisches Serum 
durch Zusatz von Alkali inaktiviert werden kann, ferner die andere 
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Beobachtung, daß aus Schweineblutkörperchen, welche durch bei 
56° inaktiviertes Immunserum agglutiniert wurden, durch Be- 
handlung mit Salzsäure eine Flüssigkeit gewonnen werden kann, 
welche Schweineblutkörperchen, ganz wie das auf ähn- 
liche Weise wiedergewonnene Ricin, agglutiniert und 
Schweineblutserum zugesetzt, diesem für Schweine- 
blutkörperchen hämatolytische Eigenschaft verleiht, 
gestattet den Schluß, daß jener, die Serumseifen akti- 
vierende Stoff — der Immunkörper — eine Säure sein 
dürfte. 

Da es mir bisher noch nicht gelungen ist, die Natur dieser 
Säure zu ergründen, sie aus meinem hämatolytischen Serum rein 
darzustellen, habe ich mich einstweilen damit begnügen 
müssen, zu beweisen, daß eine solche Vorstellung von 
dem Wesen des Immunkörpers und der Komplemente 
überhaupt möglich ist, indem ich die Erscheinungen, 
wie sie sich bei hämatolytischen Seris zeigen, mit will- 
kürlich gewählten Stoffen und zwar mit Ölsäure und 
Seife künstlich nachgeahmt habe. 

Die Versuche, zu denen ich nebst einer 5 proz. Schweineblut- 
körperchen-Emulsion (aus gewaschenen Blutkörperchen so her- 
gestellt, daß die mit phys. NaCl bereitete Emulsion die gleiche 
Menge Blutkörperchen enthielt, wie wenn sie aus 5 Teilen Blut 
und 95 Teilen phys. NaCl-Lösung bereitet worden wäre) eine 
Lösung von sapo medicinalis in phys. NaCl-Lösung (1 : 1000) 
und eine Suspension von Ölsäure verwendet habe, welche durch 
Schütteln einiger Tropfen dieser Säure mit phys. NaCl und Fil- 
tration hergestellt war (was eine schwach opalisierende Flüssig- 
keit ergeben hat), haben folgendes gezeigt: 

Eine konz. Lösung von Serumalbumin (in phys. NaCl-Lösung) 
hebt, wie schon oben mitgeteilt wurde, die hämatolytische Wir- 
kung einer entsprechenden Menge von Seife auf? Wird aber dem 
Gemenge von Seifen- und Serumalbuminlösung Ölsäure zugesetzt, 
letztere aber nur in solcher Menge, welche für sich selbst 
noch keine Hämatolyse bewirkt, so tritt wieder Hämato- 
lyse auf. 


1) Erst nach längerem Stehen zeigt sich wieder Hämatolyse, offen- 
bar darum, weil die Eiweiß-Seifeverbindung sich mit der Zeit wieder 
zersetzt. 
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Die zur Aktivierung des Seife-Albumingemisches eben nö- 
tige Ölsäuremenge (in größerer Menge angewandt, wirkt sie 
schon allein hämatolytisch) bringt die Blutkörperchen nur zur 
Agglutination (agglutinierter Zentrifugenrückstand) ganz so, 
wie es inaktiviertes hämatolytisches Immunserum 
allein tut. 

Wird nun ein solches durch Zusatz von Ölsäure 
aktiviertes Gemenge von Seifen- und Serumalbumin- 
lösung eine halbe Stunde auf 56° erwärmt (noch viel 
sicherer geht man, wenn man auf 60° erwärmt und die doppelte 
der im nächsten Versuch angegebenen Menge von Ölsäureemulsion 
verwendet), so wird es vollständig inaktiviert, ganz so 
wie Immunserum. Es bleibt nur die agglutinierende 
Wirkung übrig. 

Wird diesem bei 56° inaktiviertem Gemenge wieder etwas 
Seifelösung mit oder ohne Serumalbumin zugefügt, so wird 
es reaktiviert. 

Das Mitgeteilte ergibt sich aus folgender Versuchsreihe: 


1. 1 ccm Seifenlösung + 3,1 cem phys. NaCl + 2 ccm Schweineblut- 
körperchen-Emulsion, 

2. Leem Seifenlösung + 2ccm Serumalbuminlösung + 1,1 eem phys. 
NaCl + 2 ccm Schweineblutkörperchen-Emulsion. 


3. 1 ccm Seifenlösung + 2 com Serumalbuminlösung + 0,1 ccm 
Ölsäurelösung + 1,0 eem phys. NaCl + 2 ccm Schweine- 
blutkörperchen-Emulsion. 

4. 1 ccm Seifenlösung + 2 ccm Serumalbuminlösung + 0,1 ccm 
Ölsäurelösung auf 56° erwärmt + 1,0 ccm phys. NaCl 
-+ 2 ccm Schweineblutkörperchen-Emulsion. 

5. l eem Seifenlösung + 2 ccm Serumalbuminlösung + 0,1 ccm 
Ölsäurelösung auf 56° erwärmt + 1 ccm Seifenlösung 
-+ 2 com Schweineblutkörperchen-Emulsion, 


6. 2 ccm Serumalbuminlösung + 0,1 com Ölsäurelösung nicht er- 
wärmt + 2,0 ccm phys. NaCl-Lösung + 2 ccm Schweine- 
blutkörperchen-Emulsion. 


7. 0,1 ccm Ölsäurelösung 4- 4,0 ccm phys. NaCl-Lösung + 2 ccm 
Schweineblutkörperchen-Emulsion. 


Die einzelnen Lösungen wurden in der oben angegebenen 
Reihenfolge zugesetzt. 

Zunächst wurde nach dem Durchschütteln, bei Zimmer- 
temperatur beobachtet. 
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Schon nach ganz kurzem Stehen war Nr. 1 komplett häma- 
tolysiert, hierauf Nr. 5 (das reaktivierte Gemisch und Nr. 3). In 
den übrigen Proben noch keine Hämatolyse zu bemerken. Sie 
werden nun in den Thermostaten (37°) gestellt und nach dreiviertel 
Stunden herausgenommen und zentrifugiert: Nr. 2 schwache 
Hämatolyse, Nr. 4 keine Spur von Hämatolyse, Zentrifugenrück- 
stand stark agglutiniert, Nr. 6 und Nr. 7 wie Nr. 4. 

Es mag noch ein anderer, vollständigerer Versuch hier Platz 
finden: 


1. 1 com Seifenlösung. 

2.1, vg -+ 2 com Serumalb.-Lös. 

3. 1 99 „ -+ 2 „ TT + 0,2 ccm Ölsäure-Emuls. 
4 1 39 „ + 2 39 „ + 0,2 TT „ 

5 1 (LE 29 + 2 39 79 -+ 0,2 LE 39 

6. 1 „ „ =. 2 D „ 

de, E A ñ +2 „ Sé 

8 0 2 We „” + 0,2 ” „ 


Nr. 4, 5, 6 und 7 wurden eine halbe Stunde genau auf 60° 
gehalten, die Zeit, bis die Lösungen diese Temperatur erreichen, 
nicht inbegriffen. Nach dem Abkühlen auf Zimmertemperatur 
wurden den Gemengen 5 und 7, Gemische, bestehend aus 2 ccm 
Serumalbuminlösung und 1 ccm Seifenlösung zur Reaktivierung 
zugefügt, dann wurde mit phys. NaCl-Lösung kompletiert und 
zu sämtlichen Proben 2 ccm proz. Schweineblutkörperchen- 
Emulsion zugesetzt. Sie wurden in den Thermostaten gestellt 
(37°). Das Ergebnis war folgendes: 

Nr. 1 war schon nach fünf Minuten komplet hämatolysiert, 
die übrigen unverändert. 

Nach ungefähr dreiviertel Stunden zentrifugiert: 

Nr. 2 schwache Hämatolyse, 

„ 3 und 5 fast vollständig hämatolysiert, 
„ 4, 6, 8 keine Hämatolyse, 
„ 7 stark hämatolysiert, aber noch nicht vollständig. 

Nach Durchschütteln blieben sämtliche Proben 12 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehen. 

Nr. 1, 3, 5 vollständige Hämatolyse, 

Nr. 2 und 7 ungefähr gleich, enthalten noch viel un- 

gelöste Blutkörperchen, 

Nr. 4, 6 und 8 keine Hämatolyse, zentrifugierte Flüssigkeit 

fast ungefärbt. Am wenigsten gefärbt Nr. 8. 
3% 
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(Nach so langem Stehen sieht man an der Berührungsstelle 
der Blutkörperchenschichte mit überstehender Flüssigkeit end- 
lich überall rot gefärbte schmale Ringe, die aber mit dieser Reak- 
tion nichts zu tun haben.) 

Dieser Versuch hat also zweifellos ergeben: 

1. daß das Serumalbumin die Wirkung der Seife, wenn auch 
nicht aufhebt, doch wesentlich vermindert (Nr. 1 und 2); 

2. daß die Gegenwart von Ölsäure, obwohl sie in der gleichen 
Menge angewendet für sich allein nach Nr. 8 keine Spur von Häma- 
tolyse bewirkt, die schädigende Wirkung des Serumalbumins 
wenigstens zum großen Teil wieder aufhebt (Nr. 2 und 3); 

3. daß durch Erwärmen sowohl ölsäurehaltige als ölsäure- 
freie Gemenge von Seife und Serumalbumin inaktiviert, aber 
durch nachherigen Zusatz von Seife wieder reaktiviert werden 
können (Nr. 4 und 6 bzw. 5 und 7), daß aber auch hier die die 
Hämatolyse befördernde Wirkung der für sich allein unwirk- 
samen Ölsäure zur Geltung kommt (5 und 7). 

Gemenge, welche Seife, Ölsäure und Serumalbumin 
in obigen Verhältnissen enthalten, verhalten sich also 
demhämatolytischen Immunserum überraschend ähn- 
lich,und es ist nicht zu verkennen, daß hier dieÖlsäure 
gewissermaßen die RolleeinesImmunkörpers, die Seife 
diejenige eines Komplementes spielt. 

Der Mechanismus der betreffenden Reaktionen scheint mir 
nach allem Vorgebrachten nicht schwer verständlich zu sein. Er 
dürfte in folgendem bestehen: 

Die Seife wirkt hämatolytisch, indem sich die Fettsäure mit 
dem Stroma, das Alkali aber mit dem Hämoglobin verbindet. 

Die Wirkung der Seife wird vom Serumalbumin aufgehoben, 
weil es zunächst dieses ist, welches sich mit der Seife ver- 
bindet. 

Die Serumalbumin-Seife-Verbindung wird von Ölsäure akti- 
viert, weil diese die Fähigkeit hat, jene Serumalbuminverbindung 
zu zersetzen und die Seife wieder freizumachen. Möglicherweise 
entsteht aber auch ein saures, fettsaures Alkali, welches 
allein, oder auch in Verbindung mit Albumin die Fähigkeit hat, 
Blutkörperchen zu zersetzen unter Bildung einer entsprechenden 
Stromaverbindung (fettsaures und albuminsaures Stroma) und 
Hämoglobin-Alkaliverbindung. 
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Bei der Inaktivierung bei 56° oder 60° scheint die Seife 
mit dem Albumin eine festere Verbindung einzugehen, welche von 
der Ölsäure nicht mehr zersetzt wird und daher nicht mehr häma- 
tolytisch wirkt. Es bleibt nur die Ölsäure frei, welche dann auch 
ihre agglutinierende Wirkung entfaltet, ähnlich wie es ja das in- 
aktivierte Serum selbst tut. 

Ich habe mich nun gefragt, ob man Schweineserum 
durch Zusatz von sehr geringen Mengen von Ölsäure, 
welchediealkalische ReaktiondesSerumskaum wesent- 
lich ändern, für Schweineblutkörperchen hämatoly- 
tisch machen und es durch Hitze ebenso inaktivieren 
kann wie Immunserum? 

Das ist nun in der Tat der Fall. 

Ich habe 10 ccm Schweineblutserum 0,05 ccm frisch berei- 
teter Ölsäureemulsion zugesetzt und mit dieser Flüssigkeit — A — 
folgenden Versuch gemacht: 

L 3 ccm Schweineserum + 2 ccm Schweineblutkörperchen - Emul- 

sion. 

2. 2 ccm Schweineserum + Leem A + 2 com Schweineblutkörper- 

chen-Emulsion. 


3. 2 ccm Schweineserum + l ccm A auf 56° erhitzt + 2 ccm 
Schweineblutkörperchen-Emulsion, 


Nach dreiviertelstündigem Stehen im Thermostaten: 

1. keine Spur von Hämatolyse, 

2. vollständige Hämatolyse, 

3. keine Spur von Hämatolyse. 

Es soll aber nicht verschwiegen werden, daß eine Reakti- 
vierung mit frischem Serum bisher nicht mit Sicherheit gelungen 
ist. Die Gründe dafür müssen einer anderen Mitteilung vorbe- 
halten werden. 

Ich stelle mir also vor, daß die Immunkörper Stoffe sind, 
welche, ähnlich wie dieÖlsäure wirkend, wahrscheinlich säureartigen 
Charakter haben, für welche Ansicht im Vorhergehenden auch noch 
andere Gründe — z. B. Inaktivierung des hämatolytischen Im- 
munserums durch Alkali — beigebracht wurden. Sie werden vom 
Organismus unter dem Reize der körperfremden Zellen, der Bak- 
terien usw. abgegeben und bringen, nach dem oben mitgeteilten 
Schema, die im Blutplasma stets vorhandenen Seifen — vielleicht 
auch andere ähnliche Verbindungen (gallensaure Salze?) — zur 
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Wirkung. — Diese Seifen wären also, wenigstens in gewissen 
Fällen, die Komplemente. 

Die spezifische Wirkung eines Serums aber ließe sich 
damit erklären, daß unter dem Reize ihrer Natur nach 
verschiedener, körperfremder Zellen usw., ebenso ver- 
schiedene Immunkörper (Säuren) abgespalten werden, 
vielleicht aber auch verschiedene Komplemente oder auch andere 
Serumbestandteile, mit denen die Immunkörper bzw. Komple- 
mente leichter oder weniger leicht wirksame bzw. unwirksame 
Verbindungen eingehen. Dieser letztere Gesichtspunkt dürfte 
meiner Ansicht nach bei weiteren einschlägigen Versuchen nicht 
mehr vernachlässigt werden, da meine Versuche ja erwiesen haben, 
wie sehr die Aktivität meines hämatolytischen Serums von der 
Reaktion (der Hydroxylionen-Konzentration) desselben, ferner 
auch von anderen Bestandteilen (Kalk- und Magnesiumsalzen) 
abhängt. 

Ich halte es daher für ganz gut möglich, daß viele negative 
Befunde bei Versuchen, welche zur Entscheidung der Frage vor- 
genommen wurden, ob nach Einverleibung eines bestimmten 
Mikroorganismus Immunserum gewonnen werden kann oder nicht, 
nur scheinbar solche negative Befunde sind, und daß man bei 
genauerem Zusehen vielleicht finden wird, daß die gesuchten 
Schutzstoffe vorhanden, ihre Wirkung aber durch Nebenumstände, 
wie die oben angedeuteten, verdeckt wurde. 

Von welchen scheinbar geringfügigen Dingen, in 
Wirklichkeit aber hochbedeutsamen chemischen Reak- 
tionen und Gleichgewichtszuständen die Wirkung eines 
Serums abhängen kann, dafür mag folgender Versuch 
sprechen, der zugleich das Zusammenwirken meines 
künstlichen hämatolytischen Immunkörpers, der Öl- 
säure, mit Normalserum in eklatanter Weise demon- 
striert. 

Um eine möglichst gut verteilte Emulsion von Ölsäure zu 
erhalten, habe ich 20 cem phys. NaCl-Lösung mit 0,5 ccm Ölsäure 
und 1 eem normalem Schweineblutserum tüchtig geschüttelt. 
Diese Emulsion wollen wir O nennen. 

Gibt man 0,2 ccm O zu 2 ccm 5 proz. Schweineblutkörperchen- 
Emulsion und dann (zur Kompletierung) noch 2 ccm phys. NaCl- 
Lösung, so bleibt das Gemisch ziemlich lange anscheinend unver- 
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änderlich trübe; Hämatolyse tritt nur langsam ein, und es dauert 
ziemlich lange, bis sie vollständig wird. 

Fügt man aber dem Gemische von 0,2ccm O und 2 ccm 
Schweineblutkörperchen-Emulsion 2ccm Schweineblutserum zu, 
so tritt fast momentan vollständige Hämatolyse ein. 
(Schweineblutserum ist natürlich ohne O vollständig unwirksam.) 

Dieser Versuch zeigt also, daß eine rasche und ausgiebige 
Hämatolyse nur dann eintritt, wenn die beiden Stoffe — die als 
Immunkörper fungierende Ölsäure und das Normalserum — zu- 
sammenwirken. Ölsäureemukion allein wirkt viel langsamer, 
Serum gar nicht. 

Wird aber der Versuch nun in der Weise umgekehrt, daß 
man 0,2 ccm Q nicht direkt zu den Blutkörperchen gibt, son- 
dern mit 2ccm Serum mischt, und fügt man nun dieses Ge- 
misch zu der Blutkörperchenemulsion, so tritt bei Zim mer- 
temperatur, bei welcher diese Versuche vorgenommen 
werden, auch nach mehrstündigem Stehen keine Hämato- 
lyse ein. | 

Die Ölsäure hat offenbar ihren nächsten Angriffspunkt, 
welcher im ersten Versuch das Blutkörperchen selbst war, ge- 
wechselt. Man kann annehmen, daß die Blutkörperchen im 
ersteren Falle durch die Ölsäure für den Angriff des Blutserums 
vorbereitet, präpariert waren, denn es gelang mir, die Ölsäure 
von den Blutkörperchen wieder zu trennen und sie als solche zu 
identifizieren. 


Beiträge zur Bestimmung der reduzierenden Stoffe im 
normalen Harn. 


Von 
Hilding Lavesson. 


(Aus dem med.-chemischen Laboratorium der Universität zu Lund.) 


(Eingegangen am 27. Februar 1907.) 


Von den reduzierenden Substanzen, welche physiologisch mit 
dem Harn ausgeschieden werden, sind mehrere bekannt. Erstens 
enthält jeder Harn Spuren von Traubenzucker. Zweitens hat 
man auch andere Kohlehydrate nachgewiesen, nämlich a) Iso- 
maltose, b) dextrinartige Körper und c) das sogenannte 
tierische Gummi. Weiter kommen drittens die Glukuron- 
säureverbindungen vor, von welchen einige reduzieren. Zu- 
letzt reduzieren die Harnsäure und das Kreatinin bekannt- 
lich mehrere Metalloxyde. 

Die Gegenwart aller dieser reduzierenden Substanzen ver- 
ursacht, daß es oft schwierig ist, nachzuweisen, inwieweit das 
Reduktionsvermögen eines Harns über die Grenzen der nor- 
malen Reduktion gestiegen ist, oder besser, inwieweit eine patho- 
logisch vermehrte Auscheidung von Traubenzucker vorliegt. 
Wenn viel Dextrose vorkommt, ist der Nachweis eine einfache 
Sache; eine geringe Steigerung der Traubenzuckermenge — 
welches von großer Bedeutung ist — läßt sich oft schwer fest- 
stellen. 

Man kann die Schwierigkeit auf drei verschiedene Weisen 
überwinden. Erstens hat man versucht, solche Methoden aus- 
findig zu machen, welche nur den Traubenzucker und keine der 
‚übrigen reduzierenden Harnbestandteile nachweisen. Die Al- 
m ensche Wismutlösung dürfte die beste aller dieser Lösungen 
sein, indem dieselbe von Dextrose, nicht aber von Harnsäure und 
Kreatinin reduziert wird. Das zweite Verfahren besteht in dem 
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Vergleich der Reduktion eines Harns vor und nach der Gärung. 
Als eine dritte Methode kann man die quantitative Bestim- 
mung des Reduktionsvermögens aufstellen, besonders mit einer 
Gärung kombiniert. Die Differenz der Reduktion vor und nach 
Vergärung entspricht der Dextrosemenge. 

Es ist ohne weiteres klar, daß die letzte Methode theoretisch 
die beste ist. Wenn man die physiologischen Grenzwerte der 
Dextrosemenge im Harn kennt, und man weiter exakt die Menge 
in dem vorliegenden Falle bestimmt, hat man weit zuverlässigere 
Daten zur Entscheidung der Frage, als der beste qualitative 
Nachweis geben kann. Selbst die beste qualitative Methode, die 
Almensche, ist mit Fehlern behaftet. Es ist zwar richtig, daß man 
gewöhnlich zum Ziele hiermit kommt, wenn man die Vorschriften 
genau befolgt, jedoch nicht immer, wie ich später zeigen werde. 

Und da ferner die neue Methode von Bang!) eine genaue 
quantitative Bestimmung in ebenso kurzer Zeit wie der quali- 
tative Nachweis sonst ermöglicht, bin ich gern der Aufforderung 
des Herrn Professor Bang gefolgt, durch Serienbestimmungen 
den Gehalt des normalen Harns an Traubenzucker zu 
bestimmen, um hierdurch die Basis zur Verwendung der Me- 
thode in zweifelhaften Fällen der Harnzuckerbestimmung zu geben. 

Nun fehlt es keineswegs bisher an Untersuchungen über die 
quantitative Reduktion des normalen Harns, und insbesondere des 
Traubenzuckers; die meisten sind doch von geringem Werte. 
Pflückiger?) bestimmte den Traubenzucker durch Titration mit 
Fehling, vor und nach der Gärung. Seine Resultate sind minder- 
wertig, da er nicht nach Soxhlet verfahren konnte, und da übri- 
gens Fehlings Methode für den normalen Harn unbrauchbar 
ist, indem Cu,O teilweise in Lösung bleibt. Lemaire?) arbeitete 
mit Pavys Lösung, welche kaum mehr als annähernde Resul- 
tate geben kann. Von den übrigen haben die meisten Forscher 
wie Rosin’), Helier®), Niemilowicz®), Niemilowicz und 


D Bang, Zur Methodik der Zuckerbestimmung. Diese Zeitschr. 
2, 271 fg. 

2) Flückiger, Zeitschr. f. physiol. Chemie 9. 

3) Lemaire, Zeitschr. f. physiol. Chemie 21. 

4) Münch. med. Wochenschr. 1902, 46. 

5) Hélier, Compt. rend. 129. 

6) Niemilowicz, Zeitschr. f. physiol. Chemie 85. 
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Wilenko!) ein mehr oder weniger kompliziertes Verfahren mit 
Permanganat benutzt, welches nicht zum praktischen Gebrauche 
geeignet ist. 

Dank den verschiedenen Bestimmungen hat man indessen 
die Reduktionsfähigkeit des normalen Harns von 1,5 bis 5,96 p. m. 
Traubenzucker geschätzt. Durch Bangs Methode wird die 
totale Reduktion des Harns bequem bestimmt, indem man 
10 ccm zur Titrierflüssigkeit setzt, drei Minuten kocht und bis 
farblos in der abgekühlten Flüssigkeit mit Hydroxylamin titriert. 
Mit Harn kann man kaum den Endpunkt genauer als auf 0,5 ccm 
Hydroxylaminlösung schätzen, was aber vollständig genügt. Der 
Zucker wird aus der Titration nach Vergärung bestimmt. Übri- 
gens wird die Lösung auch von der Harnsäure und dem Kreatinin 
reduziert. Kennt man die Quantität von diesen und ferner das 
Reduktionsvermögen derselben, so kann man berechnen, wie viel 
von der totalen Reduktion diese bewirken. Prof. Bang?) 
hat dies experimentell festgestellt: 7 Teile Kreatinin reduzieren 
wie 4,8 Teile Traubenzucker, 10 Teile Harnsäure wie 3,47 Teile 
Zucker. Weiter wird von dem Kreatinin relativ dieselbe Quan- 
tität Kupferlösung reduziert, gleichgültig, ob wenig oder viel 
davon vorliegt, was bekanntlich beim Zucker nicht der Fall ist. 

Bei den folgenden Untersuchungen wird also bestimmt: die 
totale Reduktion 1. vor und 2. nach Gärung, 3. die Harnsäure 
nach Hopkins-Folin und 4. das Kreatinin nach Folin. 
1—2 = Traubenzucker, 1— (2 +3 +4) entspricht der unbe- 
kannten Restreduktion, welche von Isomaltose, Dextrin, 
Glukuronsäure und unbekannten Verbindungen herstammt. Die 
Untersuchungen umfassen die 24stündliche Harnmenge von nor- 
malen Individuen, Rekonvaleszenten von dem hiesigen Lazarette, 
welche meistens keine Medikation?) bekamen, und übrigens gleich 
ausgeschrieben werden sollten. Ich habe in allem den Harn von 
60 Personen, 30 Männern, 20 Weibern und 10 Kindern (von 
4 bis 13 Jahren) untersucht. Dagegen habe ich bei den einzelnen 
Individuen den Harn gewöhnlich nur einmal untersucht. Meine 


1) NiemilowiczundGittelmacher-Wilenko, Zeitschr. f. physiol. 
Chemie 86. 

2) Berliner klin. Wochenschr. 1907, Nr. 8. 

3) Wenn eine Medikation stattgefunden hat, wird dieses überall in 
den Tabellen angegeben. 
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Aufgabe war nicht, die täglichen Variationen der Reduktion zu 
untersuchen, sondern die Grenzwerte der normalen Reduktion, 
besonders des Traubenzuckers, zu bestimmen. 

In der Tabelle I S. 44—47 sind die Versuchsergebnisse zu- 
sammengestellt. Die Reduktion ist überall auf Traubenzucker 
berechnet. 

Betrachten wir zuerst die totale Reduktion; ihr entsprechen die 
Durchschnittswerte von Männern 0,238%, von Frauen 0,211% 
und von Kindern 0,194%, Dextrose. In den einzelnen Versuchen 
differieren dagegen die Werte höchst bedeutend, bei Männern 
von 0,161%, bis 0,437%, bei Frauen von 0,11% bis 0,40%, und 
bei Kindern von 0,115% bis 0,298%. Es scheint, als ob die Medi- 
kation nicht die Reduktion beeinflußt hat. Die folgende Tabelle II 
S. 48—49 zeigt, daß die Reduktionswerte im allgemeinen dem 
spezifischen Gewicht des Harns entsprechen: Die Harne, welche ein 
hohes spez. Gewicht besitzen, haben auch eine große Reduktion 
aufzuweisen, und vice versa. Z. B. Versuch Nr. 6: spez. Gewicht 
= 1,029, totale Reduktion = 0,437%, Versuch Nr. 15: spez. Ge- 
wicht = 1,025, totale Reduktion = 0,379%,, und auf der anderen 
Seite: Versuch Nr. 9: spez. Gewicht = 1,012, totale Reduktion 
= 0,161% und Versuch Nr. 1: spez. Gewicht = 1,013, totale Re- 
duktion = 0,165% usw. Es gibt doch hierfür Ausnahmen, z. B. 
Versuch Nr. 13 mit spez. Gewicht = 1,022 und totaler Reduk- 
tion = 0,42%. 

Es fragt sich dann, kann man aus der totalen Reduktion 
folgern, daß der Harn einen entsprechenden Zuckergehalt besitzt 
oder nicht. Hierüber geben meine Versuche ganz übereinstimmende 
Antwort, daß dies nicht der Fall ist. Im Versuche Nr. 9 enthalten 
10 ccm Harn 5 mg Dextrose oder 0,05%, und dieselbe Quantität 
wird auch im Versuche Nr. 13 ausgeschieden, und doch zeigen 
die Versuche eine totale Reduktion von 0,16%, bzw. 0,42%. 
Sämtliche übrigen Versuche weisen dasselbe Ergebnis auf. Man 
ist deswegen zu der Folgerung berechtigt, daß man nicht aus 
der totalen Reduktion auf die Quantität des Trauben- 
zuckers schließen kann, insofern es den normalen Harn be- 
trifft. Wenn man deswegen bei der Gegenwart von wenig Trauben- 
zucker denselben bestimmen will, muß man die Quantität 
durch Bestimmung der totalen Reduktion vor und nach 
der Vergärung finden. 
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Tabelle I 


Absolute Werte in mg für Loo ccm des Harns 


"` 5 re ee FH | © Zoken |o) Hamnsiure| o) Kreatinin | Res iai 
cken a) Zucker |b) Harnsäure| c) Kreatinin Rest 
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Es fragt sich weiter, wann darf man in diesem Falle folgern, 
daß eine geringe Glukosurie vorliegt, oder mit anderen Worten, 
innerhalb welcher Grenzen bewegt sich die physiologische Zucker- 
ausscheidung. Die Versuche geben uns hierüber die Antwort, daß 
bei Männern die Grenzwerte zwischen 0,023% und 0,083% (in 
einem Falle ist kein Zucker ausgeschieden), bei Frauen zwischen 
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(Männer). 





Zucker | Barnatore | Kreatinin | Rest Arzneien und Anmerkungen 


16,3 
25,0 
16,8 
18,6 
10,0 


Prozentische Verteilung der reduzierenden Substanzen 


55,3 
53,3 
45,7 


43,0 
53,1 
62,9 
55,5 
39,9 
43,0 
45,7 
46,6 
48,7 
50,7 


48,1 


1 g X 3 Salol 


1 g X 3 Salol 
1 g X 3 Salol 


1 g X 3 Salol 
1 g X 3 Salol 


1 g X 3 Salol 
1 g X 3 Salol 


1 g X 3 Salol 


1 g X 3 Salol 
| 1 g X 3 Salol, Eiweißharne 
| 
| 


| 
| 


0,010% und 0,05% und bei Kindern zwischen 0,010% und 0,065% 
liegen. Die durchschnittlichen Werte sind resp. 0,041%,, 0,031% 
und 0,040%,. In keinem von 60 Fällen isteinZuckergehalt 
von 0,1% gefunden. Man darf deswegen vorläufig annehmen, 
daß ein Zuckergehalt von 0,1% eine pathologische Zuckeraus- 
scheidung bedeutet. Aus den Versuchen geht weiter völlig klar 


— 
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Tabelle I 
Absolute Werte in mg für ron ccm des Harns 
Die Total- y i 
EEE a) Zucker |b) Harnsäure | c) Kreatinin Rest 
81 172 89 
32 130 64 
33 136 87 
34 223 123 
35 150 86 
36 93 
37 128 
38 160 
39 137 
40 115 
41 80 
42 143 
43 248 
44 65 
45 102 
46 105 
47 238 
48 67 
49 80 
50 112 
Durchschnitt: 211 
Tabelle I 
Absolute Werte in mg für Loo ccm des Harns 

Rest 


o | Die Total- | 
Soduktion a) Zucker 


51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 


Durchschnitt: 





59 


194 





b) tarnsture c) Kreatinin 
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(Frauen) 


Prozentische Verteilung der reduzierenden Substanzen 


Zucker | Harnsäure | Kreatinin | Rest | Arzneien und Anmerkungen 


21,3 















61,9 Jodharnpillen 3 X 3 
19,2 49,3 
11,7 64,2 Aspirin 3x1 
21,5 55,3 Salicyl. natr. 1 m X 4. Guajakal0,50 X 3. 
10,0 57.4 Dec. china, Bromkali, Karlabader, Ron- 
15,8 52,6 neley asseints 1 m X3. 
16,7 49,1 Br 
15,8 51,0 Eiweißharnen, Probe-Frühstück. 
18,8 51,9 
19,5 50,1 
13,7 50,2 Dec. china, Bromkali, Karlsbader. 
9,2 53,4 
10,6 62,4 
9,0 59,2 Aspirin 1X 3 
19,4 56,6 
15,7 55,5 Weißbadnersalbe Itb X 2. Tinct. Machis. 
Tinct. china comp. Ich X 8. Dionin 
20 Tropf. abends. 
8,7 59,6 Citr. ferr. chin. äs 1mX8. Probe- 
Frühstück. 
13,0 58,2 100g Porla X3, 100g Karlsbader X 2. 


100 g Wichy X1. 


(Kinder) 





Prozentische Verteilung der reduzierenden Substanzen 


Zucker | Hans Kreatinin | Rest | Arzneien und Anmerkungen 
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Absolute Werte. 
Tabelle II (Männer). 
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1,019 
1,016 | 1842 


Durchschnitt: | | | 3,016 | 546 





hervor, daß es ganz unerlaubt ist, aus dem qualitativen Nachweis 
von reduzierenden Substanzen im Harn auf eine pathologische 
Zuckerausscheidung zu schließen. Diese Tatsache ergibt sich 
noch überzeugender, wenn die Ergebnisse des qualitativen Nach- 
weises mit dem durch die quantitative Titrierung gefundenen 
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Absolute Werte. 
Tabelle II (Frauen). 


| 








| 
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31 | 17 | 56,5 | 1600 | 1,014 | 2752 | 592 | 560 | 816 | 1402 
32, 17 | 53,2 | 1300 | 1,011 | 1690 | 325 | 481 | 559 | 728 
33| 21 | 57,7 | 2100 | 1,013 | 2856 | 336 | 661 | 672 | 1824 
34| 25 | 66 | 1550 | 1,016 | 3456 | 248 | 1092 | 635 | 1897 
35 | 25 | 63,5 | 1500 | 1,013 | 2250 | 225 | 460 | 855 | 1282 
36 | 25 | 67,6 | 1300 | 1,013 | 2301 | 364 | 442 | 871 | 1196 
37. 26 | 58 | 1050 | 1,024 | 2751 | 462 | 615 | 1060 | 1347 
38 26 | 45 550 | 1,031 | 1732 | 275 275 | 715 | 883 
39. 26 | 38 525 | 1,016 | 1391 | 272 | 310 | 455 | 722 
40 | 31 | 6l 1200 | 1,022 | 2760 | 540 | 530 | 972 | 1380 
41 | 33 | 62,3 | 1300 | 1,014 | 2080 | 286 | 555 | 832 | 1040 
42 | 34 | 53,8 | 750 | 1,017 | 2017 | 186 | 483 | 862 | 1069 


43 | 37 | 66 500 | 1,027 | 1975 | 210 341 610 | 1224 
44| 47 | 59 1800 | 1,014 | 1980 | 180 558 630 | 1168 
45 | 49 | 53,2 | 1100 | 1,013 | 1980 | 385 190 583 | 1128 


46 | 51 53 1200 | 1,018 | 2280 360 720 624 | 1265 
47 | 52 63,9 475 | 1,030 | 1900 166 402 684 | 1132 
48 | 52 66 1500 1,011 | 1725 225 375 525 | 1001 
1,019 | 2212 476 504 658 | 1094 
1,016 | 2340 240 504 864 | 1347 


Durchschnitt: | | 2221 | 317 | 502 724 | 1206 


Absolute Werte. 
Tabelle II (Kinder). 





| 
| 
| 
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A | 1832| 30 | 1ms | 7a | 147 | 192 | 107 | 484 

5 | 16,5 | 450 | 1,018 | 765 | 135 | 158 | 144 | 474 

5 | 18,8 | 600 | 1,016 | 1080 | 240 | 189 | 306 | 453 

MI 5 | 175 | 350 | 1,020 | 875 | 192 | 180 | 136 | 525 
8 | 224 | 500 | 1,022 | 1100 | 325 | 300 | 260 | 495 

8 | ız9 | 600 | 1028 | 1358 | 318 | 261 | 228 | 776 
57| 9 | 226 | 1010 | 1,010 | 1212 | 202 | 362 | 253 751 
58 11 | 28,5 | 1015 | 1,016 | 1167 | 102 | 466 | 365 665 
59| 11 | 32 | 1210 | 1,014 | 1815 | 243 | 726 | 695 | 853 
60 | 13 | 42 | 1500 | 1,025 | 3270 | 720 | 825 | 825 | 1700 


Durchschnitt: | | 1336 | 262 359 332 717 
Biochemische Zeitschrift Band IV. 4 
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Resultate verglichen werden. Indem ich vorausschicke, daß die 
Erfahrungen im hiesigen Laboratorium vollständig mit dem ab- 
sprechenden Urteil Hammarstens über den Wert der Trom- 
merschen, Fehlingschen und Worm-Müllerschen Methoden 
übereinstimmen (wie schon eine theoretische Überlegung leh- 
ren kann), habe ich bei der Verwendung der Alm énschen Me- 
thode gefunden, daß die Versuche Nr. 6, 13, 15 und 43 hiernach 
reichliche Mengen von Zucker enthalten mußten (schwarzer 
Niederschlag!) und Versuch Nr. 47 jedenfalls deutlich Zucker ent- 
hält (schwarzbrauner Niederschlag!). — Keiner dieser Harne ent- 
hielt Eiweiß. Vergleichen wir hiermit die quantitativen Ergeb- 
nisse, enthalten die Harne 0,037%,, 0,05%, 0,083%, 0,042%, und 
0,037% Zucker, während z. B. Harn Nr. 55 mit 0,065% Zucker 
keinen positiven Ausschlag gegeben hat. 

Schon dies erregt Zweifel, ob auch nicht andere Substanzen 
als Zucker die Reduktion bewirkt haben, was übrigens durch die 
Gärungsprobe sichergestellt wurde: Die Alm Ensche Probe blieb 
auch danach positiv, doch Nr. 15 und 47 nicht so deutlich wie 
früher. 

Wenn wenig Zucker im Harn vorliegt, ist deshalb das Ver- 
fahren von Bang dem qualitativen Nachweis entschieden über- 
legen. Es ist ferner zu bemerken, daß die Alm énsche Probe 
nach Hammarsten einen positiven Ausschlag bei Gegenwart 
von nur 0,5% Dextrose gibt. Obwohl dies in den meisten hier 
mitgeteilten Fällen nicht zutrifft, darf man auf der anderen Seite 
nicht vergessen, daß ein solcher Zuckergehalt durchaus nicht 
pathologisch ist. 

Wenn wir den normalen Zuckergehalt des Harns bei etwa 
0,4°/% gefunden haben, hat diese Tatsache ein anderes Interesse 
aufzuweisen, nämlich im Vergleich mit dem physiologischen Ge- 
halte des Blutes an Zucker. Die totale Reduktion des Blutes 
entspricht etwa 0,8—1°/,, Dextrose, davon ist aber nur etwa ?/, 
Traubenzucker. Hieraus läßt sich folgern, daß der wahre Trauben- 
zuckergehalt des Blutes nicht wesentlich den Zuckergehalt des 
Harns übersteigt. 

In Anbetracht des Mißverhältnisses zwischen totaler Reduktion 
und Traubenzuckergehalt des normalen Harns hat es Interesse, 
etwas näher auf die Verteilung der reduzierenden Stoffe einzu- 
gehen. Aus Tabelle I ist zu ersehen, daß bei Männern der Trau- 
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benzucker durchschnittlich 17,8%, der reduzierenden Substan- 
zen ausmacht, oder von 8,4—-31,0%,. Dagegen bewirkt das Krea- 
tinin durchschnittlich eine Reduktion von 26,3%, (von 14—34% ) 
und die Harnsäure nur 7,8%, (von 5—12,6%,). Zusammen be- 
tragen diese drei etwa 50%, der totalen Reduktion. Nicht weni- 
ger als 50% bestehen somit aus mehr oder weniger un- 
bekannten Stoffen. Dieser Rest variiert zwischen 37,4 und 
67,4%. Aus den Versuchen läßt sich keine Übereinstimmung 
zwischen diesem Rest und der totalen Reduktion finden. Zwar 
findet sich die größte Restreduktion im Versuche Nr. 6, dagegen 
zeigen die Versuche Nr. 1 und 15 die totale Reduktion = 0,165% 
resp. 0,379% wovon 55,3% und 48,1%, der Restreduktion ent- 
sprechen usw. 

Bei der Bestimmung der reduzierenden Substanzen in dem 
normalen Harn habe ich also gefunden, daß die totale Reduktion 
große Variationen aufweisen kann, und ferner, daß die Beiträge 
der Komponenten hierzu keine regelmäßige Übereinstimmung 
aufweisen. 

Wir werden dann zuletzt untersuchen, wie sich die Sache 
verhält, wenn man die totale Ausscheidung in 24 Stunden 
berücksichtigt, oder wie sich die reduzierenden Substanzen zu 
der Harnmenge verhalten. 

Betreffs der totalen Reduktion kann man ganz allgemein 
folgern, daß eine große Harnmenge einer kleinen Totalreduktion 
entspricht, wie schon aus dem früheren Vergleich mit der Reduk- 
tion und spez. Gewicht zu erwarten war. Die großen Differenzen 
der verschiedenen Versuche werden demgemäß einigermaßen aus- 
geglichen. Ausnahmen gibt es doch mehrere. Im Versuche Nr. 12 
entspricht die totale Ausscheidung 1,49 g als Zucker berechnet, die 
Reduktion ist 0,220%, im Versuche Nr. 13 dagegen 3,82 g und 
0,42%, und im Versuche Nr. 6 sogar 3,93 g und 0,437%. Versuch 
Nr. 9 hat die geringste prozentische Reduktion aufgewiesen, 
0,161% ; hier beträgt aber die totale Ausscheidung nicht weniger 
als 3,54 g. Versuch Nr. 1 mit ungefähr derselben prozentischen 
Reduktion (0,165%,) repräsentiert dagegen nur eine totale Aus- 
scheidung von 2,31 g. 

Es geht infolgedessen nicht mit Bestimmtheit aus der Harn- 
menge und dem spez. Gewicht hervor, ob der Harn ein größeres 
oder kleineres Reduktionsvermögen besitzt. 

4* 
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Dasselbe ist auch mit der totalen Ausscheidung des Trau- 
benzuckers der Fall. Man beobachtet auch bei größerer Harn- 
menge eine kleine Ausscheidung und vice versa, wie z. B. die Ver- 
suche Nr. 12 und 13 anzeigen: Versuch Nr. 12: Harnmenge 
= 680 ccm, Zucker ausgeschieden = 0,504 g; Versuch Nr. 13: 
= 920 ccm und 0,34 g Zucker; Versuch Nr. 5: = 1440 ccm und 
0,331 g usw. Dagegen hat es Interesse, zu konstatieren, daß 
die durchschnittliche Ausscheidung von Zucker bei Männern 
0,546 g pro die (oder von 0,315 bis 1,10 g) ausmacht, während 
Frauen nur 0,317 g und Kinder 0,262 g ausscheiden. Welche 
Momente diese großen Differenzen bedingen, lasse ich vor- 
läufig offen stehen. Soviel geht aus den Versuchen hervor, daß 
weder Alter noch Körpergewicht hier die wesentliche Rolle 
spielen. 

Zuletzt sei noch erwähnt, daß die Versuche Material zur 
Feststellung der physiologischen Kreatininausscheidung liefern. 
Bekanntlich sind hierüber nur wenige Bestimmungen veröffent- 
licht worden. Bei Männern ist eine durchschnittliche Ausschei- 
dung von 1,172 g mit Variationen von 1,93 g bis 0,607 g gefunden. 
Von den 30 Versuchen zeigen nur 9 einen Gehalt unter 1 g, und 
es ist bemerkenswert, daß 2 von diesen Harnen aus ganz jungen 
Individuen herstammen, und der dritte, welcher den Minimums- 
wert besitzt, von einem 80jährigen Mann geliefert ist. Bei Frauen 
ist dagegen die Ausscheidung von Kreatinin wesentlich geringer, 
oder im Durchschnitt nur 0,724 g = 0,448 g weniger als bei 
den Männern. Von 20 Versuchen hat nur l Versuch mehr als 
l g (1,060 g) aufzuweisen. Der geringste Wert ist 0,455 g. Bei 
Kindern kommt nur die kleine durchschnittliche Ausscheidung 
von 0,332 g Kreatinin vor. Der geringste Wert ist 0,107 g, der 
größte 0,825 g. 

Schließlich wird von der Harnsäure ausgeschieden: bei 
Männern 0,680 g, bei Frauen 0,502 g und bei Kindern 0,359 g — 
alles im Durchschnitt, was ja mit dem Ergebnisse der früheren 
Untersucher übereinstimmt. 

Da man bekanntlich nach Folin und Klercker sowohl die 
Harnsäure als das Kreatinin als endogene Stoffwechselprodukte 
betrachtet, und da ferner diese beiden Körper bei Stoffwechsel- 
versuchen meistens unverändert bleiben, hat es Interesse, nach- 
zusehen, wie die Ausscheidungen bei Männern, Frauen und 
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Kindern übereinstimmen. Zum Vergleiche füge ich die Werte des 
Zuckers bei. 














| Zucker Kreatinin Harnsäure 
Differenzen der Differenzen der Differenzen der 
benachbarten benachbarten benachbarten 
Werte Werte Werte 
Männer | 2,1 0,9 3,5 1,3 1,8 0,4 
Frauen 1,2 0,2 2,2 1,2 1,4 0,4 
Kinder 1,0 — 1,0 — 1,0 — 


Eine gewisse Übereinstimmung zwischen Kreatinin und 
Harnsäure ist nicht zu verkennen, für den Zucker dagegen trifft 
dies nicht zu. 


Zur Theorie und Technik des sogenannten Morgenroth- 
Versuches. 


Von 
E. Fuld. 


(Aus der experimentell- biologischen Abteilung des Kgl. Pathologischen 
Instituts zu Berlin.) 


(Eingegangen am 6. März 1907.) 


I. Historisches. 


Im Gegensatz zu fast allen bisher untersuchten Fermenten, 
geformten sowohl wie ungeformten, ist das Labenzym imstande, 
mindestens einen erheblichen Teil seiner Wirkung in der Kälte 
auszüben. 

Auf Grund dieser Tatsache hat Selmi?) vor vielen Jahren 
geschlossen, daß die Labgerinnung der Milch von der Säuerung 
unabhängig ist. Analoge Beobachtungen machte in der Folge 
Arthus und Pages!) sowie Camus und Gley!). Aber die 
Beobachtungen all dieser Forscher waren recht unvollständig; 
in umfassender Weise kam erst Morgenrothl) auf diese Frage 
zurück. 

Er arbeitete bekanntlich eine Methode der Labbestimmung 
aus, welche in der Ausmittelung der geringsten Labmenge be- 
steht, durch deren Zusatz ein bestimmtes Milchquantum bei Eis- 
schranktemperatur binnen 24 Stunden eine derartige Veränderung 
erleidet, daß nach Übertragung in ein Wasserbad von ca. 40° 
innerhalb weniger Minuten Gerinnung eintritt. Den so ermittelten 
Wert betrachtete Morgenroth als den absoluten Labwert, in 
dem sich in der Kälte abspielenden Vorgang erblickte er lediglich 
eine Bindung des Labmoleküls an das Caseinmolekül. 


1) Es sei für die ältere Literatur ein für allemal auf meine Zu- 
sammenstellung in Spiro-Ashers Ergebnissen der Physiologie verwiesen. 
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In diesen beiden Punkten entwickelte ich in der Folge ab- 
weichende Meinungen und kann mit Genugtuung verzeichnen, daß 
Morgenroth teils auf Grund meiner Beweisführung, teils auch 
gestützt auf eigene Versuche meiner Auffassung z. T. beigetreten 
ist. Zunächst bestritt ich die absolute Gültigkeit des mit der 
Morgenrothschen Methode festgestellten absoluten Labwertes; 
ganz im Gegenteil zeigte sich die zur Herbeiführung einer Ge- 
rınnung eben ausreichende Menge umgekehrt proportional der 
Digestionszeit in der Kälte. Ja, die Gültigkeit der genannten 
Proportionalität für geringe Labmengen erfordert wegen der 
Thermolabilität des Enzyms geradezu die Anwendung der Kälte- 
methode. 

Becker!) hat diese meine Angaben bestätigt, soweit es sich 
um echtes Lab (Chymosin) handelt, und in jüngster Zeit hat 
Spiro mit der gleichen Versuchsanordnung analoge Resultate 
erhalten. 

In einem anderen Punkte jedoch glaubt dieser Autor meine 
Anschauungen zurückweisen zu müssen. Während ich angenom- 
men hatte, daß das Ferment seine volle Wirkung in der Kälte 
ausübt und für den in der Wärme eintretenden Koagulations- 
vorgang völlig entbehrlich ist, bestreiten Spiro und Reichel?) 
diese Behauptung auf Grund folgender Angaben. 

Es ist den Autoren gelungen, durch Entnahme von geringen 
Mengen — ein Verfahren, das ich ebenfalls seit vielen Jahren 
übe — nachzuweisen, daß der Gerinnungsvorgang in der Wärme 
genau so wie der Umwandlungsvorgang in der Kälte mit einer 
der Labmenge proportionalen Geschwindigkeit vor sich geht. 
Hierdurch wollen sie erweisen: 1. „daß die Unterscheidung zweier 
durch die Kälte trennbarer Zeitanteile für Umwandlung und 
Koagulation in der üblichen Art hinfällig ist“, vielmehr in Kälte 
wie Wärme ein einheitlicher Prozeß vorliegt, welcher 2. in jenem 
Fall bis zu einem vom Labgehalt unabhängigen Punkt verläuft 
und dort zum Stillstand kommt. 

Die zur Koagulation in der Wärme noch erforderlichen Zeiten 
sollen regelmäßig ca. ein Viertel derjenigen Zeiten betragen, welche 
die Proben, direkt in die Wärme gebracht, zur Gerinnung ge- 


1) Becker, Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 7, 84. 
2) Spiro und Reichel, ebenda 8, 215f. 
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braucht hätten. (Dies kann unmöglich richtig sein für Proben mit 
geringem Labgehalt und langer Digestion [Ref.]). 

Ich sah mich daher veranlaßt, weitere Beweise für meine 
Ansicht zu suchen und teile dieselben im folgenden Abschnitt mit. 


II. 


Die Wirkung des Labenzyms spielt sich bei niederer 
Temperatur vollständig ab. 


Während ich früher durch starke Labgifte, wie Natrium- 
karbonat oder Kaliumbichromat, vor Übertragung in die Wärme 
das Enzym rasch abzutöten suchte und mich durch Kontroll- 
versuche überzeugte, daß das Fermentgift ausreichte, um vielfach 
größere Labmengen zu paralysieren, beschritt ich diesmal einen 
anderen Weg. Versuch: 

Mehrere Röhrchen von je 10ccm Inhalt werden mit Lablösung 
im Verhältnis 1 : 1000 versetzt, etwa das Doppelte der erforder- 
lichen Menge. Einigen wird außerdem !/, ccm Pferdeserum bei- 
gemengt. Nachdem die Proben über Nacht im Eisschrank ge- 
standen hatten, zeigten sich serumfreie Proben so umgewandelt, 
daß sie im Thermostaten rasch gerannen, serumhaltige Proben blie- 
ben während der ganzen stundenlangen Beobachtungsdauer un- 
geronnen. Jedoch selbst der doppelte Serumzusatz vermochte 
weder bei sofortiger Erwärmung noch nach zweistündiger weiterer 
Digestion im Eisschrank, ja selbst nach vierstündiger Digestion 
nicht den Moment der Gerinnung irgendwie zu verzögern. Bereits 
dieser Versuch beweist, daß das Lab, welches ja von dem großen 
Antilabüberschuß zuverlässig gebunden ist, seine Rolle ausge- 
spielt hat, ehe die Koagulation hervorgerufen wird. 

Ich war also berechtigt, von in der Kälte existenzfähigen 
Paracaseinlösungen zu sprechen (welche durch Lactoserum ge- 
fällt werden!), im Gegensatz zu dem bereits gefälltem Paracasein 
P. Th. Müllers?). | 

Auf die methodologischen Konsequenzen dieses Versuches 
wird in einem späteren Abschnitt eingegangen werden (s. IV). 


1) Fuld, Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 427. 
2) P. Th. Müller, Annal. f. Hygiene, Bd. 44 (Sonderabdruck), Ab- 
schnitt V. 
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Einen in gleichem Sinn zu deutenden Versuch hat Morgen- 
roth angestellt, welchen er bei dieser Gelegenheit mir freundlichst 
gestattet, mitzuteilen. Erteilt man nämlich den Milchproben 
einen Gehalt an Methylalkohol zu 30%, so tritt nicht nur im Eis- 
schrank Gerinnung ein, vielmehr auch in Kältemischungen bei 
einer Temperatur von —15°. 

Es ist dies ein Beweis dafür, daß unter besonderen Versuchs- 
bedingungen das Paracasein auch in der Kälte Gelegenheit zur 
Ausscheidung findet. 

Auch hierauf wird in einem späteren Abschnitt eingegangen 
werden müssen. 

Hier sei nur noch hinzugefügt, daß nach neuen Versuchen die 
Fällung durch Methylalkohol auch bei nachträglichem Zusatz auf- 
tritt und in ähnlicher Weise benutzt werden kann, wie diejenige 
durch Erwärmen. Jedoch fallen mit Methylalkohol noch Nieder- 
schläge aus Proben, die in der Wärme flüssig bleiben. 


II. 


Die Rolle des Calciums bei der Lab- und der Anti- 
labwirkung. 


Die Versuchsanordnung nach Morgenroth gestattet eine 
Orientierung über mancherlei gerinnungshemmende und -beför- 
dernde Agentien. 

Insbesondere ist es möglich, zumal unter Anwendung der 
gleich zu erwähnenden Modifikation, den von Laqueur?) neuer- 
dings mit Recht wieder betonten Unterschied zwischen Ferment- 
und Fällungsförderung zu demonstrieren. 

Es ist z. B. möglich, die ganze Versuchsreihe in kalkfreier 
Lösung anzustellen und Kalksalz erst in der Wärme zuzufügen. 
Die Gerinnbarkeit ist dabei natürlich ziemlich herabgesetzt gegen- 
über normaler kalkhaltiger Lösung, etwa im Verhältnis 1:4, aber 
sie ist noch ganz genügend. 

Vor allem ist das Arbeiten mit Milchpulver in dieser Weise 
sehr bequem gemacht; die Vorteile dieses Versuchsobjektes werden 
in der nachfolgenden Mitteilung?) auseinandergesetzt werden, 
ebenso die Details der Ausführung. 


1) Laqueur, Biochem. Centralblatt 4, 11—12. 
?) Blum und Fuld, Diese Zeitschr. 4, 62. 
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Insbesondere eignet sich die Methode vortrefflich zur Demon- 
stration der Natur der Antilabwirkung, wie am Schluß des kom- 
menden Abschnittes gezeigt werden wird. 


IV. 


Die Kupierung der Fortwirkung des Labs in der Wärme. 


Wir haben oben gesehen, daß ein Überschuß von Antilab 
(Pferdeserum) bei nachträglichem Zusatz nicht imstande ist, den 
Eintritt der in der Kälte vorbereiteten Gerinnung zu verzögern. 
Selbstverständlich jedoch schließt seine Anwesenheit das Zustande- 
kommeh weiterer Enzymwirkung aus. Diese Eigenschaft des 
nachträglichen Serumzusatzes, die Enzymwirkung an einem ge- 
wählten Zeitpunkt zu kupieren, ist äußerst brauchbar zur Ver- 
meidung von Täuschungen durch nachträgliche Gerinnung auf 
Grund zu langer Digestion im Thermostaten oder auf Grund von 
nachträglichem Freiwerden von Enzym durch Temperaturein- 
flüsse usw. usw. 

Ich habe mich nun durch den Versuch davon überzeugen 
können, daß eine Doppelreihe, bestehend aus einer Reihe mit und 
einer Reihe ohne nachträglichen Zusatz von 1, ccm Serum ganz 
genau übereinstimmend verläuft. Durch eine Vereinigung dieser 
und der vorhin besprochenen Methode des nachträglichen Kalk- 
zusatzes läßt sich in ebenso eleganter wie schlagender Weise die 
von mir früher vertretene Ansicht widerlegen, als ob das Antilab 
auf das Calcium wirkel). Es ist nämlich total gleichgültig, ob 
man gleichzeitig mit dem zur Paracaseinfällung nötigen Calcium 
physiologische Kochsalzlösung oder Serum in die Milch bringt. 
Ich erwähne diesen Versuch, weil trotz der Arbeiten von Briot, 
mir und Korschun?) doch Svante Arrhenius?) wieder auf 
die irrige, aufgegebene und widerlegte Ausdeutung unserer Ver- 
suche rekurriert, um sie gegen Ehrlichs Theorien ins Feld zu 
führen. 


1) Ebenso läßt sich so die entgegengesetzte Ansicht de Jagers, 
das Labferment bewirke eine Umsetzung der Salze, einwandsfrei wider- 
legen. 

2) Korschun, Zeitschr. f. physiol. Chemie 86, 141. 

3) Svante Arrhenius, Immunochemie 1907. 
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V. 


Die Veränderungen der Löslichkeit des Paracaseins 
beim Stehen in der Kälte. 


Selmi hat eine Käsebildung in der Kälte (Eisschrank) be- 
schrieben; den gleichen Befund habe ich wiederholt erhoben und 
auch publiziert. Obwohl ich seitdem von verschiedenen auf die 
Methode gut eingearbeiteten Herren gleiches gehört habe und auch 
selbst immer wieder auf dieselbe Tatsache stieß, so muß ich auf 
Grund meiner Erfahrungen doch dabei bleiben, daß es sich stets 
um kleine Versuchsfehler handelt, zu langsames Arbeiten oder 
vorübergehendes Versagen der Kühlung, vieleicht auch Ver- 
wendung schwachsaurer Milch sowie Infektion der Röhrchen mit 
besonderen Säurebildnern. Jedenfalls habe ich nie geruht, bis die 
Versuchsanordnung so gestaltet war, daß auch der größte Lab- 
überschuß keine Gerinnung im Eisschrank mehr hervorrief. Ein- 
mal beseitigt, trat der genannte Übelstand im selben Laboratorium 
nie wieder auf. 

Immerhin zeigt dieser Befund, in wie labiler Suspension der 
Käse sich in der kalten Milch befindet. 

Aber ich muß noch weiter gehen und annehmen, daß an 
die Umwandlung des Caseins in Paracasein sich Vorgänge an- 
schließen, welche gewissermaßen die Ausfällung vorbereiten. Weit 
entfernt also, mit S piro die Grenze zwischen Kälte- und Wärme- 
wirkung innerhalb der Wirkungszone des Labs gelegen anzu- 
sehen (dieses also in der Wärme noch fortwirkend zu denken), 
muß ich, meine früheren Ausführungen überbietend, die Grenze 
in das Gebiet der zur Ausfällung des Paracaseins führenden Vor- 
gänge verlegen. 

Vollkommen bestätigen kann ich die objektiven Befunde 
Spiros, welche sich übrigens mit den älteren Angaben Morgen- 
roths decken. 

Wenn man nämlich in der hergebrachten Weise eine Reihe 
nach dem Kälteverfahren digeriert hat und sämtliche Röhrchen 
gleichzeitig ins Wasserbad überträgt, so gerinnen diejenigen mit 
einem großen Labüberschuß schneller als diejenigen, die sich dem 
Grenzwerte nähern. Bereits oben haben wir gezeigt, daß von 
einem Fortwirken des Labs in der Wärme bei einem typisch aus- 
geführten Versuch nicht die Rede ist; wir müssen also, statt auf 
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den aktuellen Labgehalt zu rekurrieren, eine andere Erklärung 
suchen. 

Meine Deutung ist folgende: da ich nachgewiesen habe, daß 
die Umwandlungszeit auch in der Kälte umgekehrt proportional 
dem Labgehalt ist, so haben die Röhrchen mit hohem Gehalt 
bereits lange in umgewandeltem Zustand digeriert. Hierbei be- 
reitet sich im Paracasein der Koagulationsvorgang vor. Ich lasse 
es absichtlich offen, in welcher Richtung der Vorbereitungsvor- 
gang zu suchen ist und bemerke nur, daß es nicht ausgeschlossen 
ist, daß gerade die kalte Außentemperatur dabei mitwirkt in 
Analogie zu gewissen irreversibeln Wirkungen der Kälte auf 
Frauenmilch, die ich in Gemeinschaft mit Wohlgemuth be- 
schreiben werde. 

In diesem Zusammenhang muß ich noch einer älteren Be- 
obachtung Erwähnung tun, die sich auf die Verhinderung der 
Käsefällung durch Milchzusatz bezieht. Kurz gesagt, läßt sich 
diese mit der Kältemethode nicht konstatieren. Setzt man zu 
einem Teil völlig umgewandelter Kältemilch selbst neun Teile 
frischer Milch (weiter bin ich nicht gegangen), so scheidet sich 
im Thermostaten ein Zehntel nach der üblichen Zeit als Käse- 
ballen ab. 

Ich behalte mir ausdrücklich vor, ein analoges Verfahren zur 
Entscheidung der Frage nach dem Molkeneiweiß zu benützen und 
habe die Versuche in dieser Richtung bereits begonnen. 


VI. 


Zum Schluß noch eine rein technische Bemerkung, die sich 
auf die Anstellung von Reihenversuchen überhaupt und auf solche 
zur Ermittlung von Grenzwerten insbesondere bezieht. Es ist 
allgemein üblich, die Verdünnungen nach Potenzen von zehn 
U, 1/10 Lime usw.) anzufertigen; eine logische Konsequenz dieses 
Verfahrens ist es, auch diesseits der Zahl 10 die Quanta der wirk- 
samen Substanzen nicht nach den gewöhnlichen Zahlen des Ein- 
maleins, sondern ebenfalls nach Potenzen von zehn zu bemessen. 
Denn die Genauigkeit des Resultates darf doch nicht von dem 
blinden Ungefähr abhängen, sondern muß dieselbe bleiben, wie 
auch immer die Grenze zwischen positiv und negativ fällt. Dies 
ist aber bei den üblichen Verfahren der Fall: wenn man Glück 
hat, so fällt z. B. in unserem Falle die Grenze zwischen Bi ag, das 
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flüssig, und Lin, das fest ist, eine Genauigkeit von Bin ist erreicht. 
Hat man weniger Glück, so bleibt !/,, noch flüssig und erst ln, 
gerinnt, die Genauigkeit ist, ohne daß ein Fehler begangen wäre, 
oder bei einem minimalen Fehler auf 4, herabgesetzt. 

Schreitet man aber nach Wurzeln aus 10 fort, bei 10 Gliedern 


beginnend mit Vë = 1 und endend mit i 10° = 10, so ist das 
Verhältnis jedes Gliedes zum benachbarten das gleiche, mithin 
gleiche Genauigkeit vorhanden, was auch immer der Zufall mit 
sich bringen mag. 

Herr Prof. Morgenroth teilt mir mit, daß im Institut für 
experimentelle Therapie zu Frankfurt Reihenversuche nach dem 
genannten Schema ausgeführt wurden. Immerhin halte ich es 
für berechtigt, diese Dinge hier zur Sprache zu bringen, da mir 
dieselben bei meinen Arbeiten im dortigen Institut unbekannt 
blieben, ebenso wie sie all den zahlreichen Forschern, mit denen 
ich die Frage besprach (zum Teil auch aus dem genannten Institut 
hervorgegangenen), völlig neu waren, und eine Veröffentlichung 
darüber nicht vorliegt. 

Ich halte es für zweckmäßig, eine Tabelle solcher geometrischen 
Reihen von verschiedener Gliederzahl hier mitzuteilen, welche ich 
zur allgemeinen und regelmäßigen Anwendung empfehle. Ge- 
‘wöhnlich bevorzuge ich diejenige mit 7 Gliedern. 






I... 
Yiö=1,29 





1,0 10 1.0 1o Juni 10 | 10 10 
1,3 1,3 1,4 LP 1,6 1,8 21 3,2 
1,7 1,8 1,9 2,1 2,5 32 4,6 10,0 
91 24 2,7 3,2 4.0 5,6 10,0 

2,8 3,2 37 4,6 63 | 100 

3,6 42 52 68 | 10,0 | 

46 5,6 12 100 | 

6,0 7,5 10,0 | 

77 | 100 | 

10,0 | 


Reihen mit mehr Gliedern, z. B. n, sind mit größter Leich- 
tigkeit in einer Logarithmentafel aufzuschlagen als Numeri zu 
den Logarithmen 1,0 : (n — 1), und der vielfachen dieses Wertes. 
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Die Bestimmung des Fermentgehaltes im menschlichen 
Mageninhalt. 


Von 
L. Blum und E. Fuld. 


Im Anschluß an die obenstehende Mitteilung!) sei es uns gestattet, 
auf dies früher von uns behandelte Thema?) kurz zurückzukommen, 
was wir schon darum nicht unterlassen dürfen, weil einige rein äußere 
Dinge sich zugetragen haben, denen gegenüber man eine Äußerung von 
uns verlangen darf. 


Wir bitten diejenigen Herren, welche sich gemäß unserer 
Empfehlung a. a. O. S. 109 Anm. 1 an die Firma Burmeister 
& Wain gewendet haben, ohne Milchpulver für Labzwecke er- 
halten zu können, höflichst um Entschuldigung. 

Nur durch einen Zufall erfuhr der eine von uns, daß die genannte 
Firma es für gut befunden hat, die Fabrikation einzustellen, ohne uns 
eine Nachricht zukommen zu lassen, was nach dem Vorausgegangenen 
nicht leicht zu erwarten war. (Der eine von uns hatte auf ausdrück- 
lichen Wunsch der Firma seine frühere bedingte Empfehlung dahin prä- 
zisiert, daß er ihr spezielles Produkt in einer milchwirtschaftl. Zeitschr. 
neuerdings direkt für Zwecke der Labeinstellung empfahl.) 


Wir teilen daher mit, daß die einzige Bezugsquelle für Trocken- 
milch zur objektiven Bestimmung des Fermentgehaltes nach un- 
serer Methode ist: The Ekenberg Milk Products Comp. Ltd., 
London E. C., Victoria Buildings 37, Queen Victoria 
Street. Hergestellt wird das Pulver in Schweden, Malmö, Gustaf 
Adolfs Torg 69. 

Trotz der großen Liberalität der Firma, welche uns nicht 
nur 9kg des Pulvers zur Verfügung stellte, sondern uns auch die 


1) Diese Zeitschr. 4, 54. 
2) Über eine neue Methode der Labbestimmung usw. Berliner 
klin. Wochenschr. 1905, Nr. 44a (Festschrift für C. A. Ewald). 
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Zollkosten ersetzte, ist der Bezug aus dem Auslande mit Weit- 
läufigkeiten und Zeitverlusten verbunden (der Hauptanteil von 
beiden fällt auf das Zollamt). 

Das aus Schweden bezogene Präparat hat (zu seinem Vorteil) 
denn doch so ganz andere Eigenschaften, daß wir uns veranlaßt 
sehen, die ziemlich komplizierten Bereitungsvorschriften der 
Milchpulverlösung wesentlich zu vereinfachen; weitere Verein- 
fachungen resp. Verbesserungen hat uns die Fortarbeit auf diesem 
Gebiete gelehrt; wir verweisen für diese Punkte auf die voran- 
gehende Arbeit. Wir lassen die Vorschriften folgen: auf die ab- 
gewogene (oder im ausgewogenen Hohlmaß unter Klopfen und 
Glattstreichen abgemessene) Menge Milchpulver wird in kleinen 
Portionen unter Umrühren so viel destilliertes Wasser gegeben, 
daß ein halbflüssiger Teig entsteht. 

Nachdem dieser gut durchgerührt ist, wird der Rest des 
Wassers zugegeben, so daß im ganzen neun Gewichtsteile Wasser 
auf ein Teil Pulver kommen. Unter mäßigem Umrühren geht 
nun fast alles in Lösung, ohne daß, wie früher angegeben, irgend- 
welches Erwärmen erforderlich wäre. Diese Lösung, deren Her- 
stellung nur ein paar Minuten dauert, kann man ohne weiteres 
benutzen, wenn man nur das allerunterste fortläßt. Andererseits 
kann man sie im Eisschrank bis drei Tage aufbewahren. Jeden- 
falls findet ein Calciumzusatz vor der Verwendung nicht mehr 
statt, wie wir ihn früher verlangten. 

Entsprechend der erleichterten Herstellung der Lösung 
füllen wir die Reagensgläser auch nicht mehr mit 4,5 ccm, son- 
dern mit 5 oder 10 ccm. 

Dabei ist ein brauchbarer und statthafter Kunstgriff fol- 
gender: die Pipette wird, wie üblich, gefüllt, bei mangelnder 
Übung durch Aufsetzen der Spitze auf den Finger unten geschlos- 
sen, oben frei gegeben und umgekehrt, so daß ihr Inhalt aus 
dem breiten Ende ins Reagenglas ausfließt. Es ist in dieser Art 
eine Reihe von 20 Röhrchen in ganz geringer Zeit aufgestellt. 
Nehmen wir der Bequemlichkeit halber an, es seien Röhrchen 
mit je 10 ccm Inhalt, so nehmen wir vom unverdünnten Magen- 
inhalt folgende Menge (siehe vorstehende Abhandlung): 0,10; 0,15; 
0,21; 0,32; 0,46; 0,68; 1,0; von der zehnfachen Verdünnung: 0,1; 
0,15; 0,21; 0,32; 0,46; 0,68; von der hundertfachen Verdünnung: 
0,1; 0,15; 0,21; 0,32; 0,46; 0,68. 
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Das zwanzigste Röhrchen bleibt zu Kontrollzwecken mit 
1,5 ccm gekochtem reinen Saft. 

Diese Proben, welche (abgesehen von der letzten) den Inhalt 
in einer Verdünnung von 1:10 bis 1:10000 enthalten (eine 
Vorprobe kann daher nunmehr auch unterbleiben), werden in 
ein Wasserbad von Zimmerwärme, ein großes Gefäß mit Wasser 
von 17,5° C, gesetzt, worin sie zwei Stunden verbleiben. 

Alsdann werden sie mit je einem Tropfen 20 proz. Chlor- 
calciumlösung versetzt und in ein Wasserbad von 40° auf fünf 
Minuten übertragen. Das Verhältnis Mageninhalt : Milchpulver- 
lösung in der schwächsten gerinnenden Mischung gibt direkt den 
Labwert des Mageninhalts an und damit zugleich dessen Ferment- 
gehalt im allgemeinen. Natürlich kann noch eine genauere Be- 
stimmung an diese erste und auf Grund der durch sie gewonnenen 
Anhaltspunkte sofort oder (bei Vorhandensein eines Eisschrankes) 
am nächsten Tag angeschlossen werden. 

Auf Grund der früheren Fuldschen Angaben hat inzwischen 
Volhard von Becker!) eine Methode ausarbeiten lassen, die im 
ganzen verwandt ist und nur folgende drei Fehler hat: 1. wird im 
Eisschrank gearbeitet. Wo ein solcher in der Klinik vorhanden 
ist, pflegt er überfüllt zu sein und außerdem Temperaturschwan- 
kungen zu unterliegen. Zudem entsteht durch seine Benutzung . 
ein Zeitverlust, den wir vermeiden gelehrt haben; 2. geht er von 
sog. reinem Casein aus (Caseinsäure Fulds), das nur mit Mühe 
und Zeitverlust zu lösen ist; 3. arbeitet er mit Säurezusatz, wo- 
durch die Art des Gerinnungsvorganges gänzlich geändert wird, 
worauf neuere Arbeiten wiederum hinweisen. 

Auf die Resultate, die Becker mit seiner Methode erhalten 
hat, wird Fuld an anderer Stelle zurückkommen. 

Schließlich sei noch einmal nachdrücklich darauf hinge- 
wiesen, daß 1. Lab und Pepsin stets in gleichem Ver- 
hältnis sezerniert werden; 2. ersteres rascher, bequemer 
und sicherer zubestimmen ist, wenn man sich unserer 
Methode bedient, als letzteres nach der Methode von 
Mett; 3. daher das beschriebene Verfahren zur Bestim- 
mung des Fermentgehalts im Mageninhalt zur allge- 
meinen Verwendung zu empfehlen ist. 


1) Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 7, 15. 


Kleine Mitteilungen 
zur biochemischen Versuchsmethodik. 


Von 
A. Durig. 


(Aus dem physiologischen Institut der Hochschule für Bodenkultur 
in Wien.) 


(Eingegangen am 7. März 1907.) 


Die nachstehenden Notizen betreffen einige Handgriffe und 
methodische Kleinigkeiten, die sich bei den Analysen des um- 
fangreichen Materiales der letzten Monte Rosa-Expedition als 
zweckmäßig erwiesen. Da außer rund 200 Respirationsversuchen 
die Analyse der Nahrungsmittel und Ausscheidungen von 220 Ver- 
suchstagen durchzuführen war und zum Teil noch durchzuführen 
ist, ergab sich die Notwendigkeit, trotz der erforderlichen Ge- 
nauigkeit, die darunter nicht leiden durfte, möglichst rasch und 
auch möglichst billig zu arbeiten, um mit den beschränkten 
Mitteln das Auslangen zu finden. 


1. Natriumhydrosulfit für die Analyse der Exspirationsluft. 


Es dürfte wohl kaum einen unserer Fachgenossen geben, der 
sich bei der Analyse von Exspirationsgas nicht schon weidlich 
über die vielen Tücken des in Stangen geschmolzenen Phosphors 
bei der Sauerstoffanalyse geärgert hätte. Neu hergestellte Phos- 
phorstangen geben meist geraume Zeit keine quantitativ richtigen 
Resultate, der Stickstoffrest bleibt immer nur 0,1 bis 0,2%, und 
mehr über der wahren Höhe, und es bedarf einer Reihe von Luft- 
analysen zur Kontrolle, bis man die Sicherheit gewinnt, richtig 
zu arbeiten, und auch dann müssen wohl jeder Analysenreihe 
eines Tages eine oder zwei Luftanalysen zugegeben werden, um 
mit Berechtigung die gefundenen Werte als verläßlich ansprechen 
zu können, 
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Mit einigem Erfolg pflegte ich in der letzten Zeit, um über 
das erste unangenehme Stadium wegzukommen, den Phosphor 
im Dunkeln bei rotem Licht umzuschmelzen und immer nur in 
der auf 25—28° C angeheizten Pipette zu arbeiten, aber auch 
dabei ist man vor Reihen von Luftanalysen nicht sicher. Arbeitet 
man bereits längere Zeit mit einer Phosphorpipette, so kommt 
es in dieser nicht selten zur Retention von Luftblasen hinter den 
im oberen Teil der Pipette zusammengeschmolzenen Phosphor- 
stangen, und endlich gibt es noch eine ganze Reihe bekannter 
und unbekannter Einwirkungen, die das quantitative Arbeiten 
mit Phosphor stören. Diese Umstände, wie die Tatsache, daß 
konzentrierte Sauerstoffgemische nur unter besonderen Vorsichten, 
eventuell unter Vorabsorption durch Kupferoxydulammoniak in 
kurzer Zeit genau analysiert werden können, ließen schon lange 
den Wunsch nach einem besseren Verfahren für die Zwecke der 
expeditiven Sauerstoffbestimmung in physiologisch wichtigen 
Gaasgemengen rege werden, ohne daß ein brauchbarer Ersatz ge- 
funden worden wäre. 

Die Mitteilung von H. Franzen!) machte mich auf das 
Natriumhydrosulfit aufmerksam, und ich habe daher in ca. 
90 Parallelbestimmungen zugleich mit Phosphor im Geppert- 
Zuntzschen Apparat die Brauchbarkeit des Verfahrens für physio- 
logische Zwecke zu prüfen versucht, da die Angaben Franzens 
über die zu erzielende Genauigkeit für unsere Zwecke nicht aus- 
reirhend sind. Ich verwendete eine Lösung von 

50 g Na,S,O, in 250 H,O 
30 g NaHO in Stangen 40 Wasser 


Jede der Lösungen wurde für sich im verschlossenen Kölbchen 
hergestellt und vor dem Gebrauch vermischt. Zweckmäßig ist 
es, das Natriumhydrosulfit in einem kleinen Schütteltrichter zu 
lösen, mit der Natronlauge zu mischen und von unten her in die 
mit Eisendrahtnetz gefüllte Pipette einzubringen, um Luftzutritt 
zur Lösung möglichst zu vermeiden und sie nicht unnütz zu ver- 
brauchen. | 

Ein flockiger Niederschlag, der beim Mischen von Lauge- 
Hydrosulfitlösung entsteht, stört nicht. An das obere Ende einer 
Pipette am Zuntz-Geppertschen Apparate setzte ich ein T-Stück 


| pro Pipette. 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges, 89, 2069. 
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und an dieses zwei nebeneinanderliegende, miteinander verbundene 
Kugeln, die mit Wasser halb gefüllt werden; auf dem Wasser 
schwimmt in jeder Kugel eine Schicht Paraffinöl, man hat so den 
Vorteil vollständigen Luftabschlusses und leichter Verschieblich- 
keit der Sperrflüssigkeit, was bei Verwendung von Paraffinöl 
allein nicht der Fall ist. Das T-Stück dient dazu, bei der Füllung 
der Pipette die Luft entweichen zu lassen und die Sperrflüssigkeit 
richtig einzustellen, es ist gewöhnlich verschlossen. Paraffinöl 
zum Luftabschluß direkt auf die Natriumhydrosulfitlösung zu 
gießen, hat sich nicht als zweckmäßig erwiesen; auch Kautschuk- 
beutel sind nicht zweckmäßig. Nach meinen Erfahrungen ge- 
nügt auch bei ziemlich langem Stehenlassen ein einmaliges Über- 
treiben des Gases in die Pipette nicht, um quantitative Ab- 
sorption zu erzielen, man muß daher, da Schüttelpipetten für 
das Arbeiten am Apparat nicht bequem und wegen eventuellen 
Fangens von Gasbläschen auch nicht recht erwünscht sind, das 
Gas, nachdem es einige Minuten in der Pipette war, nochmals 
in die Bürette saugen und wieder zurücktreiben, was rasch 
geschehen ist. Die neue Befeuchtung des Eisendrahtnetzes mit 
der Lösung reicht zur vollständigen Absorption verläßlich aus, 
so daß man bereits nach weiteren 1—2 Minuten das Gas behufs 
Ablesung in die Bürette einströmen lassen kann. 
Da die Absorption des Sauerstoffes nach der Gleichung 


Na,S,0, + H,O + O = 2NaHSO, 


vor sıch geht, so sollte, wie Franzen anführt, 1 ccm der Lösung 
10,7 ccm Sauerstoff absorbieren, es müßte also die Füllung einer 
Pipette für 15 Liter Luft, d. i. 150 Analysen, ausreichen. Meine 
bisherigen Erfahrungen lassen es wünschenswert erscheinen, nach 
40 Analysen zu 100 ccm die Lösung auszuwechseln, da von da 
an die Schnelligkeit und Verläßlichkeit der Absorption abnimmt. 
Während anfangs in Parallelbestimmungen bei gleichlangem Ver: 
weilen des Gases in der Phosphorpipette das abgelesene Stickstoff- 
volum nach Phosphorabsorption sich um 0,08—0,1 com über 
dem wahren Wert und über dem nach einmaligem Zurücktreiben 
mit Natriumhydrosulfit erhaltenen Wert hielt, näherten sich die 
beiden Werte von etwa 30 Analysen an immer mehr und mehr, 
und von der 38. Analyse an übertraf der Stickstoffwert der Hydro- 
eulfitpipette jenen der Phosphorpipette, wurde aber sofort um 
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0,1 kleiner, als das Gas ein zweites Mal in die Pipette zurückgeschickt 
wurde. Da die erste Lösung noch nicht so gut unter Luftabschluß 
eingeführt war, wie jene, die ich jetzt verwende, so ist wohl 
vorauszusetzen, daß 40 Analysen eines Sauerstoffgemisches, dessen 
Sauerstoffgehalt um 20%, liegt, ohne Bedenken nacheinander in 
einer Pipette ausgeführt werden können. Die Absorption erfolgt 
tatsächlich quantitativ, ich fand in meinen Büretten, die noch 
halbe Hundertstel ccm abzulesen gestatten, bei den Kontroll- 
Luftanalysen Differenzen vom wahren Wert, die 0,02ccm nicht 
überstiegen. Bis das Verhalten der Natriumhydrosulfitlösung 
durch geraume Zeit kontrolliert sein wird, werde ich allerdings 
die Analysen stets in Parallelbestimmungen unter Absorption 
mit Phosphor und Natriumhydrosulfit weiter durchführen. 

Wegen der Notwendigkeit, nach einer beschränkten Zahl von 
Analysen (40) die Lösung zu wechseln, ist es angezeigt, die Pipette 
unten mit einem verschließbaren Ablauf zu versehen, durch den 
auch die Füllung geschieht. 

Nach den Ergebnissen der bisher durchgeführten Analysen 
(ich glaube auf die Anführung der zahlreichen Bestimmungen ver- 
zichten zu können) kann die Natriumhydrosulfitmethode für 
physiologische Zwecke als vollkommen verläßlich und ausreichend 
bezeichnet und empfohlen werden. Die vollständige Sicherheit, 
daß auch die erste Analyse, die mit der Lösung gemacht wird, 
richtig ist, die absolute Unabhängigkeit der Absorption des Sauer- 
stoffs von der herrschenden Temperatur und von der Konzen- 
tration des Gemisches, sowie die Möglichkeit, allen Unannehmlich- 
keiten der Phosphormethode zu entgehen, gewährleisten dem 
Hydrosulfitverfahren eine bedeutende Überlegenheit gegenüber 
den bisher üblichen Sauerstoffabsorptionsmethoden, sowohl bei der 
Analyse von Respirationsgasen als ganz besonders bei der von 
Blutgasen, so daß wohl anzunehmen ist, daß die Phosphorpipette 
in Bälde von den Geppert-Zuntzapparaten vollkommen ver- 
schwunden sein wird. 

Natriumhydrosulfit ist um billigen Preis, in Blechschachteln 
verlötet, von der Firma E. Merck zu beziehen. 


2. Ventile für Respirationsversuche. 


Bei Arbeitsversuchen mit dem Zuntzschen Gasmesser macht 
sich oft der Übelstand bemerkbar, daß die aufgeblasene feuchte 
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Ventilmembran an der Innenwand des äußeren Ventilmantels an- 
klebt; dies ist besonders bei Versuchen im Hochgebirge der Fall, 
wenn unter vermindertem Luftdruck große Gasvolumina geatmet 
werden. Es können dadurch, besonders beim Inspirationsventil, 
Gasverluste entstehen, die zu irriger Volumsbestimmung führen. 
Bei den Versuchen am Monte Rosa, wie bei allen seitherigen Ver- 
suchen erwiesen sich flaschenförmige Ventile als zweckmäßig, 
die etwa die Form eines Lampenzylinders einer alten Petroleum- 
lampe (Flachbrenner) haben. Am verjüngten Ende ist eine 
Schlaucholive angeblasen, in das weite Ende der einfach gebohrte 
Kautschukstopfen eingesetzt, durch dessen Bohrung das 25 mm 
weite, am Ende zugeschmolzene und seitlich gefensterte Innen- 
rohr des Ventils gesteckt ist. Als bestes Material für die Über- 
spannung des Innenrohres dienen Hausenblasenpräservativs, die 
außerordentlich geringen Widerstand geben, sie müssen jedoch 
vor dem Aufziehen auf Dichtigkeit geprüft werden; beim Fest- 
binden ist darauf zu achten, daß sämtliche Falten auf die dem 
Fenster des Innenrohres entgegengesetzte Seite zu liegen kommen, 
wo auch die Fenster aus der Membran auszuschneiden sind. 


3. Zur Ammoniakbestimmung nach Schlösing. 


Bei der Aufarbeitung des Monte Rosa-Materials waren auch 
500 Ammoniakbestimmungen durchzuführen, wofür mir das 
Schlösingsche Verfahren als das expeditivste schien. Der Gang 
der Versuche forderte, die Bestimmung ziemlich gleichzeitig mit 
den nebenherlaufenden 500 Harnstoffbestimmungen zu vollenden. 
Da für das Verfahren Schlösings 4—5 Tage erforderlich sind, 
mußte für gleichzeitige Absolvierung zahlreicher Bestimmungen 
Vorsorge getroffen werden, da selbst bei fünf gleichzeitigen Ana- 
lysen immerhin etwa ein ‚halbes Jahr erforderlich gewesen wäre, 
um das Pensum zu erledigen. Ich richtete mich daher auf 30 Par- 
allelbestimmungen ein, konnte aber 30 aufgeschliffene Glasglocken 
nicht aufbringen, und zudem schien mir auch das Arbeiten mit die- 
sen weder bequem noch sicher genug. Ich kam, einem Rate meines 
verehrten Kollegen Prof. Zeisel folgend, mit Paraffinöl als Sperr- 
flüssigkeit auf viel einfacherem und besserem Wege zum selben 
Ziele, so daß ich unter dem Hinweis auf die vollkommen überein- 
stimmenden Kontrollbestimmungen das Verfahren der Anwen- 
dung empfehlen kann. Ich verfuhr folgendermaßen. 
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Auf einer 2,50 m langen Holzlatte waren in regelmäßigen Ab- 
ständen eben fest in Löcher passend 30 Trichter aneinander ge- 
reiht, die mit Filtern besetzt werden. Mit der Pipette wurden roh 
gemessen 25 ccm Harn auf das trockene Filter gebracht und die 
Pipette vor dem jedesmaligen Entnehmen eines neuen Harns mit 
diesem nochmals gewaschen; so filtrierten die 30 Proben zu- 
gleich in ebensoviele Schälchen, vom Filtrat wurden 20 com 
mittels kalibrierter Pipette, die am oberen Ende mit Schlauch 
und Quetschhahn armiert war, aufgesaugt; das Einstellen auf die 
Marke der Pipette geschah meist durch Auslaufenlassen bis in die 
Nähe der Marke mittels des Quetschhahns, die scharfe Einstellung 
wurde durch vorsichtigen Druck auf den Schlauch erzielt, wäh- 
rend der vorquellende Tropfen am Rande des Schälchens abge- 
streift wurde. Man kann nun den Schlauch getrost loslassen, wo- 
bei eventuell eine Luftblase aufsteigt, und hat das genaue Volum 
sicher; es ist dabei möglich, ungemein rasch zu arbeiten. Bei 
Pipetten kleineren Inhalts anläßlich anderer Analysen stellte ich 
mittels eines Kapillarschlauches ein. 

Die Harne kommen in 30 Kristallisierschälchen von 7 om 
Durchmesser mit Ausguß, die Säure in 30 Schälchen ohne Ausguß. 
Am Tisch, auf den die Bestimmungen aufgestellt wurden, waren 
30 große Kristallisierschalen von 13 cm im Durchmesser vor- 
bereitet, die fingerbreit mit Paraffinöl beschickt wurden; in dieses 
wird das Harnschälchen gestellt, darauf kommt eine Glastriangel, 
deren drei Ecken zweckmäßig so abgebogen werden, daß sie ein 
Verschieben auf dem Harnschälchen verhindern, auf dies die Säure. 
Über das Schälchen stülpt man ein 13cm hohes, 9 cm weites Becher- 
glas mit Ausguß, dessen Luft durch die Bunsenflamme vorher 
einen Augenblick angewärmt wird, so daß man eben noch mit der 
Pipette, die die Kalkmilch einführt, in den Schnabel des Harn- 
schälchens fahren kann. Man saugt mit einem Schlauch die Kalk- 
milch in die Pipette, klemmt den Schlauch mit den Schneide- 
zähnen zu und führt die Pipette in den Schnabel des Harnschäl- 
chens, läßt den Schlauch los und bläst die Kalkmilch in den Harn, 
dabei verstreicht keine Sekunde, bis die Pipette entleert zurück- 
gezogen und das Becherglas in das Paraffinöl eingetaucht ist. 
Die warme Luft zieht sich zusammen und sichert noch den Paraf- 
finölverschluß, es wird dadurch verhindert, daß durch das Auf- 
setzen des Becherglases im Innern Überdruck entsteht, der bei 
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geringem Steigen der Zimmertemperatur zu einem Austreten von 
Luftblasen aus der Glocke und dadurch zu Ammoniakverlusten 
Anlaß geben würde. Ich möchte davor warnen, zu stark zu er- 
wärmen, da es sonst vorkommt, daß Luft von außen in die Glocke 
dringt und Paraffinöl zwischen Becherglasrand und Harnschälchen 
aufsteigen und in dieses hineingetrieben werden kann, wodurch 
natürlich die Bestimmung verloren geht. 

Wenn man darauf achtet, daß keine Kalkmilch in das Paraf- 
finöl tropft, so kann man zweckmäßig die Säure des Schälchens 
am Schluß des Versuchs in das Becherglas spülen und nun Kon- 
denswasser und vorgelegte Säure zugleich titrieren, da das neu- 
trale Paraffinöl nicht stört. Ist Kalkmilch in Paraffinöl getropft, 
wird dieses alkalisch und kann beim Filtrieren stören; ich habe 
wiederholt (natürlich nur wenn ausreichend Säure vorgelegt war) 
versucht, das Kondenswasser an den Wänden zu titrieren, fand 
aber immer, daß dies keine bestimmbare Menge Alkali enthielt. 
Man kann daher getrost im Schälchen, in dem man die Säure 
einbrachte, auch titrieren, ohne sich um das Kondenswasser zu 
bekümmern, wenn man nicht sicher ist, ob das Paraffinöl neutral 
geblieben ist. 

Das Auseinandernehmen, Titrieren und Neuansetzen je einer 
Serie von 30 Bestimmungen kann bei flottem Arbeiten in einem 
halben Nachmittag ganz gut durchgeführt werden. 

Die Prüfung der Methode ergab vollständig übereinstimmende 
Resultate, ich habe in zwei sehr ammoniakreichen Harnen je 
sechs Kontrollbestimmungen ausgeführt, außerdem in 160 Harnen 
Doppelbestimmungen, und endlich Vergleiche zwischen Ammoniak- 
bestimmung unter Paraffinölverschluß und unter der Glasglocke 
ausgeführt. Die Kontrollbestimmungen unter Paraffinölverschluß 
stimmten untereinander bis auf die Ablesefehler meiner Büretten 
(5 Hundertstel ccm), gegenüber den Analysen unter der Glasglocke 
zeigten sie entweder höhere NH,-Werte oder stimmten mit diesen 
überein, was sich wohl dadurch erklärt, daß der dichte Verschluß, 
der auch gegen eventuellen Überdruck sichert, mit Paraffinöl viel 
schneller erreicht ist, als mit der Glasglocke, die auch weiter ge- 
lüftet werden muß, weshalb ja auch Bohland sich zur Ver- 
besserung der geläufigen ‚Schlösing-Methodik‘“ veranlaßt sah. 

Die Bequemlichkeit und Sicherheit des Verfahrens mit 
Paraffinverschluß sowie der Umstand, die relativ teuren, aufge- 
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schliffenen Glasglocken, wenn es sich um eine große Zahl von Be- 
stimmungen handelt, entraten zu können und dafür mit den in 
jedem Laboratorium vorhandenen Behelfen: Bechergläsern und 
Kristallisierschalen auskommen zu können, ließ es mir berechtigt 
erscheinen, das vorstehende mitzuteilen. 


4. Laugenheber und Quecksilberpipette für die Kjeldahl- 
bestimmung. 


Für das Zutropfen von Quecksilber als Katalysator und An- 
wendung von Na-thiosulfat nach Neuberg hat mir eine Miniatur- 
pipette aus einseitig verschlossenem Kapillarschlauch, und Kapil- 
larrohr gute Dienste geleistet. Ich wählte einen Schlauch, dessen 
Lichtung ebenso ist, daß beim Druck von Daumen und Zeigefinger 
0,2g Quecksilber aufgesaugt werden; man hat dann die Sicherheit, 
daß die vor dem Destillieren mit einem Meßlöffel aufgenommene 
Natrium-Thiosulfatmenge eben ausreichend ist und nicht zu wenig 
zugesetzt wird. 

Für den Zusatz der Lauge vor dem Destillieren verwende 
ich eine gewöhnliche Wasserflasche mit doppelt gebohrtem Kaut- 

schukstopfen, in der einen Boh- 
rung sitzt ein gekrümmtes Röhr- 
chen in Verbindung mit einem Ge- 
bläseballon, das andere, bis auf den 
Boden reichende Rohr trägt eine 
50 bzw. 100 ccm fassende Birne, 
in der ähnlich wie beim Shoxlet- 
schen Fettextraktionsapparat ein 
Heber eingeschmolzen ist, der die 
Wand der Kugel durchsetzt und 
außen in ein langes, nach abwärts 
gekrümmtes Auslaufrohr fortge- 
setzt ist. Durch Drücken am 
Ballon wird Lauge eingetrieben, bis der Heber überzulaufen be- 
ginnt. Man hat den Vorteil, das Messen der Lauge ganz umgehen 
zu können, vor Verunreinigung des Tisches sicher zu sein und 
kann die Lauge, ohne den Hals des Kolbens dort, wo der Stopfen 
sitzt, zu verschmieren, schön der Glaswand des Kolbens ent- 
lang ablaufen lassen und unter die Säure unterschichten. 
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b. Zur Methode der Harnstoffbestimmung nach Mörner. 


Es dürfte nicht ohne weiteres ersichtlich sein, daß ein Arbeiter 
allein bis zu 60 Harnstoffbestimmungen im Tag auszuführen ver- 
mag, ich möchte daher in einigen Worten den von mir eingeschla- 
genen Weg für Massenbestimmungen, der sich an die Vorschriften 
Mörners anschließt, beschreiben: Nachdem die letzte dies- 
bezügliche Publikation Mörners (Skand. Arch. 14, 296) die Be- 
denken zerstreut hat, die eventuell eine kompliziertere Methodik 
gefordert hätten, durften die Analysen den ursprünglichen Angaben 
von Mörner-Sjöquist entsprechend ausgeführt werden. Es 
werden 60 Kölbchen in langer Reihe aufgestellt, der Harn mittels 
Pipette (mit Schlauch und Quetschhahn) eingefüllt, das Äther- 
Alkoholgemisch und die Barytlösung zugesetzt und alles einen Tag 
stehen gelassen; an diesem werden je 6 und 6 Analysen zugleich 
in keulenförmige 1 Liter-Kjeldahlkolben mit Hilfe der Wasser- 
strahlpumpe filtriert (mehr als 6 Kolben an eine Pumpe zu hängen, 
erwies sich als unzweckmäßig) und der Niederschlag mit Äther- 
alkohol gewaschen. (Die Analysen forderten 80 Liter Alkohol und 
40 Liter Äther.) Aus den signierten Kolben wurde in Porzellan- 
schalen, die auf einem 2 qm großen Sandbad standen, möglichst 
vollständig ausgegossen, aber nicht nachgewaschen, und bei ganz 
niederer Temperatur (30—40° C) unter Zusatz von gebrannter 
Magnesia bis eben zum Eintrocknen verdampft. Die Höhe der 
Temperatur spielt für das Verdampfen von Ätheralkohol eine 
viel geringere Rolle als gute Lüftung über dem Sandbad, die 
durch gegenseitiges Öffnen von Tür und Fenster ausgiebig erzielt 
wurde, wodurch ein kräftiger Wind quer durch das Haus und über 
die Schalen weg zustande kam. Der anfängliche Versuch, im 
Kjeldahlkolben auf dem 55° warmen Wasserbad unter gleich- 
zeitigem Saugen mit der Wasserstrahlpumpe den Alkoholäther 
zu verjagen, zeigte sofort, daß auf diese Weise das Eindampfen 
ganz unverhältnismäßig langsam, mit viel Aufwand an Wasser 
und mit viel Mühe zu erreichen ist, während auf dem Sandbad das 
Eintrocknen in etwa 3 Stunden vollendet ist. Trotz der niederen 
Temperatur des Sandbades zog ich es vor, das letzte Eintrocknen 
nicht unter der Temperatur von 30—40°C vor sich gehen zu lassen; 
ich stellte deshalb die Schalen noch vorher auf Holzbrettchen 
oder Glasplatten über den Sand oder ganz abseits vom Sandbad 
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im Zugwind auf, um jedenfalls die letzten Spuren von Ammoniak 
aus meinen ammoniakreichen Harnen zu verjagen. Von den Schalen 
wurde unter Assistenz des Dieners, der die Spritzflasche mit dem 
Kautschukgebläse bediente, quantitativ in den zugehörigen 
Kjeldahlkolben übergespült, mit Schwefelsäure, Quecksilber und 
K,SO, versetzt, das Wasser auf dem Aufschließgestell verjagt 
und im weiteren aufgeschlossen, destilliert und titriert. Die 
Differenzen in den Doppelbestimmungen übersteigen 0,1 ccm der 
Titriersäure nicht. 


6. Über das Trocknen von Kot. 


Es wurde wiederholt betont, daß man zum Trocknen von Kot, 
wenn man dies im Vakuum ausführt, einen großen Vakuum- 
trockenapparat besitzen müsse. Ich hatte rund 30 Kilo Versuchs- 
kot aus 50 getrennten Versuchsperioden zu trocknen und kam mit 
dieser Arbeit in meinem kleinen Vakuumtrockenschrank von 
42 cm Länge und 19 cm innerem Durchmesser in 16 Tagen voll- 
ständig zu Ende. Da man selten in einem Stoffwechselversuch 
auf einmal mit noch größeren Kotmengen zu arbeiten haben wird, 
dürfte dadurch wohl der Beweis erbracht sein, daß man mit einem 
kleinen Vakuumtrockenschrank, der verhältnismäßig billig zu 
beschaffen ist, in den allermeisten Fällen das Auslangen finden 
wird, ja vielleicht rascher zum Ziele kommen kann als mit großen 
Apparaten. 

Man ist im kleinen Schrank vor allem imstande, ein höheres 
Vakuum zu erzeugen und braucht hierfür weniger Kraft, arbeitet 
also billiger, sei es, daß man mit Motor und Pumpe oder mit der 
Wasserstrahlpumpe das Vakuum erzeugt; ferner hat man den Vor- 
teil, den Apparat behufs lockerer Schichtung und Umwenden 
des Kotes rascher öffnen zu können, da man weniger vorgewärmte 
und getrocknete Luft eintreten lassen muß, und ist auch nach dem 
Schließen des Schranks: wieder viel schneller auf einem hohen 
Vakuum angelangt. Das wesentlichste beim schnellen Trocknen 
bleibt doch niederer Druck und große Schwefelsäure- sowie große 
Kotoberfläche, die sich aber auch auf kleinem Raum gut erzeugen 
läßt. Ich strich den Kot auf lange, 1 cm tiefe rechteckige Por- 
zellantassen auf, die eben in den Vakuumschrank paßten (in Wien 
als sog. Bischofsbrotteller für Mehlspeisen im Handel) und schich- 
tete den ganzen Raum des Apparates abwechselnd mit Kottassen 
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und Schwefelsäureschalen (rechteckige gläserne Katheter und 
Sondenschalen der Chirurgen) voll, so daß eine Schwefelsäure- 
oberfläche von ca. 800 qem entstand, der eine etwa ebenso große 
Kotoberfläche entsprach; nach ungefähr 3—4 Stunden war der 
Kot bereits so fest, daB er durch den Nickelspatel auf der Tasse 
sich in kleine Wellen und Runzeln aufreißen ließ und nun mit 
rauher Oberfläche noch rascher das Wasser abgab. Nach zwei 
weiteren Stunden konnte der bereits bröckelig werdende Kot ge- 
wendet werden, er wurde wieder möglichst glatt gestrichen und 
gleich mit dem Nickelspatel locker gerissen und abermals in den 
Schrank gegeben und angesaugt. Handelte es sich nicht um einen 
recht breiigen Kot, der stark mit Chloroform (zur Konservierung) 
versetzt worden war, so konnte man rechnen, nach 12stündigem 
Trocknen den Kot bereits mahlen zu können und eine neue Reihe 
Tassen in den Apparat einzuführen. Die Trockentemperatur lag 
stets um etwa 50° C. ' 

Von den Tassen springt der trockene Kot beim Schaben mit 
dem Nickelspatel gerne ab, Reste, die haften bleiben, entferne 
ich mit einer kleinen Drahtbürste, ohne daß dabei Stauben zu 
befürchten gewesen wäre. Die Bürste läßt sich leicht quantitativ 
reinigen. Das wiederholte Lockern und Umdrehen des Kotes ist 
allerdings keine angenehme Beschäftigung; mein Institut stand 
in dieser Periode aber ohnedies in so üblem Geruch, daß die Mühe, 
die diese Arbeit machte, durch die Kürze der Zeit, in der man 
mit dem ganzen Trocknen zu Ende kommen konnte, leicht auf- 
gewogen wurde. 

Die Bestimmung des Stickstoffverlustes durch das Trocknen 
führte ich mittels einer Art Anreicherungsverfahren durch. Ich 
verwendete im Apparat von Anfang an stets ein und dieselbe 
Schwefelsäure und von dieser nur so viel, daß die Menge für ein- 
maligen Wechsel in den Gefäßen des Apparates ausreichte. Die 
nach Abschluß einer Trocknung aus dem Apparat kommende, ge- 
samte Schwefelsäure wurde in Kjeldahlkolben übergefüllt, mit etwas 
Quecksilber versetzt und wie im gewöhnlichen Kjeldahlverfahren 
bis zum Klarwerden aufgeschlossen; dabei entwich natürlich auch 
das Wasser, und die so regenerierte Schwefelsäure wurde dann 
für die nächstfolgende Trocknung wieder im Apparat verwendet. 

Zum Schluß der ganzen Trockenperiode wurde alle Schwefel- 
säure vermischt und aufgeschlossen und hiervon Proben ge- 
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nommen, mit Lauge destilliert und das Ammoniak bestimmt. 
Daraus ergab sich der Korrekturfaktor für den im Gesamtkot 
enthaltenen Stickstoff, da das Volum der Schwefelsäure ermittelt 
wurde. Demnach war 1,32%, des vorhandenen Stickstoffes an 
die Schwefelsäure gegangen und der Stickstoffwert jedes Kotes 
um diesen Betrag zu erhöhen. 

Der Wert ist etwas niedriger als jener, den Zaitschek 
(Pflügers Arch. 98, 595, dort auch die ganze Literatur hierüber) 
fand, was wohl seine Ursache darin haben mag, daß die Dauer 
des Trocknens für den einzelnen Kot in meinem Falle um 1% 
bis LG kürzer war. Ist die Korrektur auch keine hohe, so vermag 
ihr Wert doch für einen Versuchstag auf mehr als LG Decigramm 
Stickstoff anzusteigen, eine Größe, die man wohl nicht vernach- 
lässigen darf. 


7. Eine billige Zündeinrichtung für die kalorimetrische Bombe 
für Straßenstrom. 


Man kann sich durch Ableiten aus dem Potentialgefälle an 
jeder Lichtleitung bequem und billig eine Zündeinrichtung für 
die kalorimetrische Bombe herstellen, die stets anstandslos funk- 
tioniert. Die Umständlichkeit des Ladens der Akkumulatoren, 
dort, wo man nicht über eine stationäre Batterie verfügt, sowie 
das Unökonomische eines derartigen Betriebes, der noch dazu zu 
verhältnismäßig früher Schädigung der Platten der Akkumula- 
torenzellen führt, lassen es oft wünschenswert erscheinen, sich vom 
Akkumulatorenstrom freizumachen. Auch die Tauchbatterien 
haben ihre Schattenseiten. Eine Straßenstromzündung selbst für 
220 Volt Spannung in der Hauptleitung, die von all den Übel- 
ständen befreit, läßt sich in wenigen Stunden im Laboratorium 
einrichten. Auf einem Holzrahmen von 50 cm im Geviert, dem 
man unten zweckmäßig zwei Backen ansetzt, so daß er freisteht, 
werden für 220 Volt Spannung 50 m (für 110 Volt die Hälfte) 
0,8 mm dicker Nickelindraht, der auf der Drehbank in Spiralen 
gewickelt ist, aufgezogen und die Spiralen mit Schrauben be- 
festigt, an die Enden kommen käufliche Polklemmen. Den Strom 
führt man vom Wandkonnektor zu einem zweipoligen Dosen- 
ausschalter (in Installationsgeschäften für ca. 1 Mk. erhältlich) 
und von da zu den Klemmen am Widerstand. Die Zündungs- 
leitung zweigt mit dem einen Pol direkt von der einen Klemm- 
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schraube ab, den zweiten Pol klemmt man in solchem Abstande 
von dieser an dem Widerstandsdraht ein, daß beim Einschalten 
des Hauptstromes mit dem Doppelschalter der Zünddraht in der 
Zünderleitung oben plötzlich durchbrennt (je größer der Abstand 
von der Klemme um so mehr Strom ist in der Zünderleitung). 
Die Stelle, wo man anzuklemmen hat, findet man nach ein paar- 
maligeın provisorischen Anlegen des Zünderpoles an die Spiralen 
des Widerstandes leicht. Die Spannung, auf die man dabei in 
der Zünderleitung herabkommt, beträgt 16 Volt bei 220 Volt in 
der Hauptleitung (8 bei 110 Volt). Der Preis der Einrichtung 
stellt sich auf etwa 5 Mk. Zweckmäßig ist es, noch eine kleine 
Glühlampe einzuschalten, deren Aufleuchten und Verlöschen beim 
Versuch eine angenehme Kontrolle dafür ist, daß man wirklich 
gezündet hat. 


Glucothionsäure in Leukocyten. 


Von 
J. A. Mandel und P. A. Levene. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der New York University and Bellevue 
Hospital Medical College und aus dem Rockefeller Institute for Medical 
Research, New York.) 


(Eingegangen am 20. März 1907.) 


Seit einiger Zeit ist es uns gelungen, die Glucothionsäure aus 
mehreren tierischen Organen darzustellen!), und es dürfte deswegen 
diese Substanz als allgemeiner Gewebebestandteil anerkannt werden. 
Nun aber enthalten alle Organe eine gewisse Menge von Binde- 
gewebe, und man kann nicht ohne weiteres ausschließen, daß die 
Glucothionsäure gerade aus diesem stamme, hauptsächlich weil 
es bekanntlich reich an mucoidähnlichen Substanzen ist. 

Es war deswegen wünschenswert, solche Gewebe auf Vor- 
handensein der Glucothionsäure zu untersuchen, die keine Binde- 
gewebsfasern enthalten. Als ein solches wurde Eiter gewählt, und 
dieser noch aus anderen Gründen; nämlich — erstlich war es 
längst bekannt, daß dauernde Eiterbildung amyloidartige Ent- 
artung verursacht, und es ist jüngst erwiesen worden, daß Amy- 
loid ein Derivat einer Glucothionsäure ist?); zweitens sind die 
Morphologen nicht ganz einig über die chemische Natur der Jod- 
körnchen in den Leukocyten. Manche Autoren sind der Ansicht, 
daß sie nicht aus Glykogen, sondern aus Mucoid bestehen. 

Es wurde deswegen beschlossen, Eiter auf die Gegenwart der 
Glucothionsäure zu untersuchen. Um eine genügende Quantität 
desselben zu beschaffen, wurde an Pferden künstlich Pyothorax 
hervorgebracht. Dieses wurde auf folgendem Wege erreicht: 
200 ccm einer lOproz. Suspension von Aleuronat in Stärkekleister 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, 45, 386, 1905. 
2) Archiv f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 25, 195, 1898. 
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wurde in die Pleura unter aseptischen Bedingungen täglich 
drei Tage lang eingespritzt und am vierten Tage 50 ccm einer 
frischen Kultur von Staphylococcus pyogenes aureus mit Kuh- 
vaccine auf demselben Wege eingeführt. Nach 8—10 Tagen 
wurden die Pferde getötet. In einem Versuch gelang es, auf 
diesem Wege, 6000 ccm einer breiartigen Masse von Leukocyten 
zu erhalten, und in einem anderen Versuche 2800 ccm. 

Diese Masse wurde nach Zugabe von 600 g Kochsalz zwei 
Stunden lang gekocht und in üblicher Weise auf Glucothionsäure 
untersucht. Es gelang uns, eine Substanz zu erhalten, die alle 
Eigenschaften dieser Säure besaß und den folgenden Prozent- 
gehalt an Stickstoff und Schwefel hatte: 


0,2450 g Substanz erforderten bei einer Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl 8,6 ccm Schwefelsäure (1 ccm dieser Schwefel- 
säure entsprach 0,00132 g N); also N = 4,66%. 

0,2450 g Substanz gaben 0,0548 g BaSO,; also S = 3,07%. 


Zur Kenntnis der Wirkung der proteolytischen Enzyme 
der Nahrungsmittel. 


Von 
W. Grimmer. 


(Aus der physiologisch -chemischen Abteilung der Kgl. Sächs. Tierärzt- 
lichen Hochschule in Dresden [Geh. Med Rat Prof. Dr. Ellenberger).) 


(Eingegangen am 2. April 1907 ) 


Seit der Entdeckung proteolytischer Enzyme durch v. Go- 
rup-Besanez!) in Pflanzensamen und Keimpflanzen sind zahl- 
reiche Untersuchungen über das Vorkommen und die Wirksam- 
keit dieser Enzyme angestellt worden, die, was ihr Vorhandensein 
im ruhenden Korne anlangt, einander sehr oft widersprechen. 
Hatte z. B. v. Gorup - Besanez das Vorkommen proteolytischer 
Enzyme in Wicken-, Hanf- und Leinsamen beobachtet, so stehen 
andere Autoren, z. B. Krauch?) und Neumeister?), auf dem 
prinzipiellen Standpunkte, daß ungekeimte Samen keine pro- 
teolytischen Fermente enthalten, diese treten nach Neumeister 
vielmehr erst in Keimlingen auf. Krauch leugnet die Existenz 
pflanzlicher Enzyme überhaupt. Ellenberger und Hofmeister*) 
konnten das Vorkommen eines proteolytischen Enzyms im Hafer 


1) v. Gorup - Besanez: Über das Vorkommen eines diastatischen 
und peptonbildenden Fermentes in den Wickensamen. Ber. d. deutsch. 
chem. Ges. 7, 1478. Weitere Beobachtungen über diastatische und pepton- 
bildende Fermente im Pflanzenreiche: Ber. d. deutsch. chem. Ges. 8, 1510. 

2) Krauch: Beiträge zur Kenntnis der ungeformten Fermente im 
Pflanzenreiche; Landwirtsch. Versuchsst. 23, 78. Über peptonbildende 
Fermente in den Pflanzen; ibidem 27, 383. 

3) Neumeister: Über das Vorkommen und die Bedeutung eines 
eiweißlösenden Enzyms in jugendlichen Pflanzen; Zeitschr. f. Biol. 30, 447. 

4) Ellenberger und Hofmeister: Das Vorkommen eines proteo- 
lytischen und anderer Fermente im Hater und deren Einwirkung auf die 
Verdauungsvorgänge; Arch. f. wissenschaftl. u. prakt. Tierheilk. 14, 62. 
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nachweisen und sprechen diesem Enzym sogar eine wirksame Rolle 
bei der Magenverdauung der Haussäugetiere zu, analog dem 
amylolytischen Nahrungsmittelenzym?), durch dessen Mitwirkung 
die außerordentlich beträchtliche Amylolyse z. B. im Magen des 
Pferdes erklärlich wird. In Fortsetzung der Arbeiten der letzt- 
genannten Autoren wurde von Scheunert und Grim mer?) das ` 
Vorkommen proteolytischer Enzyme im Mais, in Pferdebohnen, 
Lupinen, Buchweizen und Wicken und deren Wirksamkeit 
unter den den physiologischen Verhältnissen im Magen und Dünn- 
darm der Haussäugetiere entsprechenden Bedingungen festge- 
stellt. Ihre Wirkungsweise war damals nur qualitativ festgestellt 
worden, die Menge der aus dem Nahrungseiweiß entstehenden Ab- 
bauprodukte kam für diese Arbeit nicht in Betracht, doch bestand 
damals schon die Absicht, einige dieser Futtermittel in dieser Rich- 
tung zu untersuchen und aus den erhaltenen Resultaten eventuell 
weitere Schlüsse zu ziehen über den tatsächlichen Verlauf der 
Magen- bzw. Darmverdauung der Herbivoren, die ja durch die 
in den rohen Nahrungsmitteln enthaltenen Enzyme nach den 
Untersuchungen von Ellenberger, Hofmeister und Gold- 
schmidt ganz wesentlich beeinflußt wird. Ich erinnere nur da- 
ran, daß nach den in unserem Institute vorgenommenen Unter- 
suchungen an verschiedenen Haustieren zu einer Zeit und unter 
Bedingungen, unter denen eine peptische Eiweißverdauung voll- 
ständig ausgeschlossen ist, d. h. in der sog. amylolytischen Ver- 
dauungsperiode, wo infolge der großen Mengen abgeschluckten 
Speichels beim Kauen und Schlingen rauher und harter Körner- 
nahrung (Hafer oder Mais beim Pferde) der Mageninhalt alkalisch 
oder höchstens schwach milchsauer reagiert, trotzdem eine nicht 
unbeträchtliche Proteolyse vor sich geht. Es war also zweifellos von 
großem Interesse, die Abbauprodukte quantitativ festzustellen, die 
bei der unter Verhältnissen, wie sie im Magen und Darmkanale 
herrschen, ablaufenden Autolyse der Nahrungsmittel durch die 


1) Ellenberger: Über die Natur und die Herkunft des bei der Magen- 
verdauung wirksamen amylolytischen Fermentes; Arch. f. wissenschaftl. 
u. prakt. Tierheilk. 13, 188. — Hofmeister: Ein Beitrag zur Frage der 
Nahrungsmittelfermente; Arch. f. wissenschaftl. u. prakt. Tierheilk. 20, 1. 

2) Scheunert und Grimmer: Zur Kenntnis der in den Nahrungs- 
mitteln enthaltenen Enzyme und ihrer Mitwirkung bei der Verdauung; 
Zeitschr. f. physiol. Chemie 48, 27. 
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Wirkung der in ihnen enthaltenen proteolytischen Enzyme ent- 
stehen. Bei der Ausführung dieser Versuche mußte ich, von dem er- 
wähnten Gesichtspunkte ausgehend, natürlich meine Versuchs- 
anordnungen in ganz anderer Weise treffen als die meisten an- 
deren Autoren, die auf dem Gebiete der Wirkung der Pflanzen- 
enzyme tätig gewesen sind. So haben Green!), Neumeister?), 
Frankfurt?), Laszczynski®), Butkewitsch5) und andere, das 
pflanzenphysiologische Moment in den Vordergrund stellend, ihre 
Studien an keimenden Pflanzen oder einzelnen Pflanzenteilen ge- 
macht und zur Herstellung ihrer Digestionsflüssigkeiten vielfach 
organische Säuren verwandt, wie sie in keimenden und jungen 
Pflanzen vorkommen. Vielfach waren von diesen Forschern die 
Enzyme direkt isoliert worden, und man hatte teilweise ihre Wir- 
kung nicht auf arteignes Eiweiß, d. h. auf das in den betreffenden 
Pflanzen und Samen enthaltene, sondern auf tierisches Eiweiß, 
auf Fibrin studiert. Für die vorliegende Untersuchung konnten 
derartige Arbeitsmethoden nicht in Betracht kommen, da bei 
meinen Versuchen nur die im tierischen Organismus herrschenden 
Verhältnisse Berücksichtigung finden sollten. Da bei der Magen- 
verdauung die Salzsäure eine große Rolle spielt und bei der nor- 
malen Verdauung stets zugegen ist, so mußte auch die Wirkungs- 
weise der Nahrungsmittelenzyme bei ihrer Gegenwart studiert 
werden. Es gelangte deshalb bei meinen Versuchen die Salzsäure 
in 0,2proz. Lösung zur Verwendung. Zur Herstellung einer alka- 
lischen Digestionsflüssigkeit, wie sie im Dünndarm oft und zwar 
in seinen distalen Abschnitten stets vorhanden ist, wurde Soda 
in 0,2proz. Lösung, wie dies bei den Digestionsversuchen mit 
Pankreasextrakt üblich ist, angewandt. Bezüglich der Versuche 


1) Green: On the changes in the proteids in the seed which acompany 
germination; Phil. Transact. of the Royal Soc. of London 178, 39. On the 
germination of the seed of the Castor oil-plant (Ricinus communis); Proc. of 
the Royal Soc. of London 48, 370. 

2) Neumeister l. c. 

3) Frankfurt: Zur Kenntnis der chemischen Zusammensetzung des 
ruhenden Keimes von Triticum vulgare; Landwirtsch. Versuchsst. 47, 466. 

4) Laszezinski: Über das Vorkommen eines peptonisierenden En- 
zyms im Malz usw.; Zeitschr. f. das gesamte Brauwesen 22, Hefte 6—11. 

5) Butkewitsch: Über dan Vorkommen eines proteolytischen En- 
zyms in gekeimten Samen und über seine Wirkung; Zeitschr. f. physiol. 
Chemie 32, 1. 
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in sog. „neutraler‘‘ Lösung, d. h. der Digestion unter alleiniger 
Anwendung von Wasser, ist zu bemerken, daß man die Ergebnisse 
dieser Versuchsreihe und zum großen Teile auch die der in ur- 
sprünglich alkalischer Lösung angestellten Versuche, da bei der 
Digestion die Bildung von Milchsäure unvermeidlich ist, event. 
auch als unter milchsaurer Reaktion gewonnen betrachten kann, 
doch muß berücksichtigt werden, daß die Konzentration der 
Acidität niemals konstant ist, sondern je nach der Zeitdauer der 
Autodigestion und der Art des wirkenden Enzyms recht schwankt. 
Es sind also Verhältnisse gegeben, wie sie während der ersten 
Verdauungszeit im Magen der Herbivoren und vielfach auch im 
Darmkanal dieser Tiere zugegen sind. Die Fermente wurden aus 
dem oben erwähnten Grunde auch nicht isoliert, und die Art ihrer 
Einwirkung auf das in den Nahrungsmitteln enthaltene Eiweiß 
wurde analog der Versuchsanordnung von Butkewitsch!) und 
der früher in unserem Institute vorgenommenen Untersuchungen 
durch Autolyse der Nahrungsmittel bei Körpertemperatur 
(ca. 37° C) ermittelt. 


Gang der Untersuchungen. 


Je 100 g der zu untersuchenden Futtermittel, Pferdebohnen, 
Wicken, Gerste und Hafer, wurden mit 1000 ccm 0,2proz. Salz- 
säure, oder Wasser, oder 0,2 proz. Sodalösung, also bei entspre- 
chend saurer, neutraler und alkalischer Reaktion 6, 12 und 24 Stun- 
den im Thermostaten bei Körpertemperatur (37° C) belassen. 
Nach dieser Zeit wurden durch Kolieren und Filtrieren die festen 
und flüssigen Anteile des Digestionsgemisches voneinander ge- 
trennt und das Filtrat auf 1500 ccm gebracht. In 25 ccm des 
Filtrates wurde die Gesamtmenge des gelösten Stickstoffs be 
stimmt, in weiteren 50 ccm durch Aufkochen mit Essigsäure und 
nachfolgendes Neutralisieren koagulables Eiweiß und Syntonin 
entfernt und im Filtrate die Menge des übrigen gelösten Stick- 
stoffs bestimmt. Zur Ermittlung des an Albumosen gebundenen 
Stickstoffs wurden 1000 ccm nach Entfernung des koagulablen 
Eiweißes auf 200 ccm eingeengt und die Menge der Albumosen 
in schwefelsaurer Lösung durch Zinksulfat nach Zunz?) gefällt. 


1) Butkewitsch!l. c. 
2) Zunz: Die fraktionierte Abscheidung der peptischen Verdauungs- 
produkte mittels Zinksulfat; Zeitschr. f. physiol. Chemie 27, 219. 
Gë 
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Ein Teil des Filtrates wurde zur Bestimmung des nunmehr darin 
verbliebenen Stickstoffs benützt, während in einem anderen die 
mit Phosphorwolframsäure fällbaren Anteile gefällt und deren 
Stickstoffgehalt ermittelt wurde. Die auf diese Weise gewonnenen 
Resultate geben natürlich noch kein Bild über den wahren Umfang 
der Enzymverdauung, da ja in dem ursprünglichen Futtermittel 
eine mehr oder weniger große Menge Stickstoff sich in löslicher 
Form vorfindet. Um diese Menge festzustellen, wurden 100 g der 
betreffenden Futtermittel mit eiskaltem Wasser ca. 10 Minuten in 
Berührung gelassen, dann im Eisschranke filtriert und das Filtrat 
in der eben beschriebenen Weise untersucht. Zieht man die Menge 
des ursprünglich vorhandenen, löslichen Stickstoffs von der Menge 
des bei den Digestionsversuchen gefundenen ab, so erhält man 
die Menge des durch die Enzyme gelösten Stickstoffs, die, wie weiter 
unten gezeigt werden wird, zum Teil sehr beträchtlich ist. 

Die in den Tabellen angeführten Zahlen beziehen sich stets 
auf 100 g Substanz. Die Grammwerte des auf die einzelnen 
Fraktionen entfallenden Stickstoffs drücken also gleichzeitig die 
Prozentmengen in Bezug auf das angewendete Futtermittel aus; 
die neben den Grammmengen angegebenen Prozentmengen sind 
auf die Gesamtmenge des in den Futtermitteln enthaltenen Stick- 
stoffs berechnet. 


Untersuchungsresultate. 


In Tabelle I sind die von mir gewonnenen Resultate bei der 
Autodigestion der Pferdebohnen niedergelegt. Bei diesem Nah- 
rungsmittel findet die bedeutendste Lösung von Eiweiß in saurer 
Lösung statt. Nach 6 Stunden sind 23,54%, nach 12 Stunden 
34,34%, und nach 24 Stunden 36,37%, des gesamten Stickstoffs 
in gelöster Form vorhanden. Aus diesen Zahlen ersieht man zur 
Evidenz, in wie großem Maße durch die Anreicherung von Ab- 
bauprodukten in der Verdauungsflüssigkeit die Wirksamkeit der 
Fermente herabgesetzt wird; fand nämlich in den ersten 12 Ver- 
dauungsstunden eine Lösung von ca. 17%, des Gesamtstickstoffs 
statt, so steigt die Menge des gelösten Stickstoffs in weiteren 
12 Stunden nur noch um ca. 2%. Bemerkenswert ist, daß die 
Menge des durch Phosphorwolframsäure nicht mehr fällbaren 
Stickstoffs zu allen Verdauungsstunden nahezu die gleiche ist 
und nahezu das Doppelte der in den Pferdebohnen ursprünglich 
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enthaltenen Menge beträgt. Am meisten sind die Mengenverhält- 
nisse des Albumosenstickstoffs und des durch Phosphorwolfram- 
säure fällbaren Stickstoffs gestiegen, wobei zu beachten ist, daß 
die Menge der durch Phosphorwolframsäure fällbaren Substanzen 
analog der nicht fällbaren sehr bald konstant wird, während die 
Menge der Albumosen zwischen 12 und 24 Stunden noch um ein 
Geringes steigt. Ganz ähnlich sind die Verhältnisse beim koagula- 


Tabelle I. 


Die Verteilung des bei der Autodigestion sich lösenden Stickstoffs bei Pferde- 
bohnen. 100 g Pferdebohnen enthalten 4,367 g N. 
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blen Eiweiß, auch hier nimmt die Stickstoffmenge von 12 bis 24 
Stunden noch um ca. 1% zu. Die hemmende Wirkung der Ab- 
bauprodukte tritt demnach bei allen. Fraktionen deutlich hervor. 
Für die niedrigsten Abbauprodukte wird die Maximalgrenze am 
frühesten, innerhalb 6 Stunden, erreicht, für die höheren steigt 
der Zeitpunkt, in dem sie ihre Maximalwerte erreicht haben. In 
seiner oben zitierten Arbeit sagt Neumeister auf Seite 454 über 
die Wirkung eines proteolytischen Enzyms aus Gerstenkeimen 
auf Fibrin: 

„Oxalsäure wurde zu diesen Versuchen gewählt, weil das in 
den Pflanzen enthaltene Enzym auf Salzsäure von 0,2%, nur an- 
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fangs zu wirken scheint, dann aber durch dieselbe allmählich zer- 
stört wird. Das schließe ich aus der Beobachtung, daß die Salz- 
säure nur dann eine Lösung des fermenthaltigen Fibrins erzielt, 
falls dasselbe stark mit dem Enzym imprägniert ist.“ 

Da Neumeister keine weiteren Daten über seine Beobach- 
tung mitteilt, kann man nicht ohne weiteres sagen, ob seine Ver- 
mutung richtig ist. Vielleicht handelt es sich auch in diesem Falle 
um eine Hemmung der Wirkung des Enzyms durch die entstehen- 
den Abbauprodukte, deren Menge bei Anwesenheit von nur wenig 
Enzym nur gering zu sein braucht. Daß bei Anwendung einer 
anderen Säure die Wirksamkeit des Enzyms erhöht wird, bzw. 
daß dieselbe Menge von Verdauungsprodukten dann nicht mehr 
in demselben Maße störend wirkt, schließt die eben ausgesprochene 
Möglichkeit keineswegs aus. 

In neutraler Lösung macht sich zunächst nur eine sehr ge- 
ringe proteolytische Wirkung im Sinne einer Lösung bemerkbar. 
Nach 6 Stunden sind nur 0,44%, nach 12 Stunden 1,42%, des Ge- 
samtstickstoffes löslich gemacht worden. Während dieser Zeit 
nimmt die Menge des koagulablen Eiweißes beständig ab, und 
zwar zugunsten der Albumosen und des durch Phosphorwolfram- 
säure nicht mehr fällbaren Stickstoffs, während die Menge der 
Peptone nur in sehr geringem Maße ansteigt. Zwischen 12 und 
24 Stunden macht sich, jedenfalls infolge der Anhäufung der durch 
Gärung entstehenden Milchsäure, eine nicht unerhebliche Lösung 
bemerkbar, die allerdings fast ausschließlich der Menge des koagu- 
lablen Eiweißes und des Syntonins zugute kommt. Die Menge der 
übrigen Fraktionen hat während dieser Zeit nur in ganz außer- 
ordentlich geringem Maße zugenommen. Man wird wohl kaum 
fehlgehen, wenn man das Ansteigen der auf koagulables Eiweiß 
zu beziehenden Stickstoffmenge lediglich der Wirkung der ent- 
standenen Milchsäure zuschreibt und annimmt, daß ein in den 
Pferdebohnen enthaltenes proteolytisches Enzym in neutraler und 
sehr schwach milchsaurer Lösung nur bereits gelöstes Eiweiß ab- 
zubauen vermag, in stärkerer Milchsäurekonzentration aber, wie 
sie nach 12stündiger Digestionszeit vorliegt, nahezu wirkungs- 
los wird. 

Die geringste Lösung von Eiweiß findet in alkalischer 
Lösung statt. Im Anfange ist sie etwas größer als in neutraler 
Lösung, nach 24 Stunden bleibt sie aber ganz bedeutend hinter 
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jener zurück. Diese Differenz ist aber lediglich auf die geringen 
Mengen koagulablen Eiweißes zurückzuführen, die sich in alka- 
lischer Lösung gebildet haben. Beim Vergleiche der Mengen- 
verhältnisse der in alkalischer Lösung entstandenen Abbau- 
produkte mit denen aus neutraler Lösung bemerkt man, daß 
in den ersten 12 Stunden eine weniger intensive Verdauung vor 
sich ging als in neutraler Lösung. In alkalischer Lösung überwiegen 
die Fraktionen des koagulablen Eiweißes und der Albumosen mehr 
als in neutraler, dementsprechend treten die beiden letzten Frak- 
tionen mehr in den Hintergrund. Nach 24 Stunden wachsen diese 
beiden aber ganz außerordentlich an, die Stickstoffmenge beider 
Fraktionen verdoppelt sich ungefähr und überragt noch die der 
entsprechenden Fraktion aus neutraler Lösung. 

Zur Erklärung dieser Verhältnisse muß ich bemerken, daß die 
Alkalinität der Sodalösung im Laufe der Digestion nicht konstant 
blieb, sondern sich immer mehr verminderte und daß zuletzt 
infolge der durch Gärung entstehenden Milchsäure an Stelle der 
alkalischen eine saure Reaktion trat. Während nach sechsstün- 
diger Digestionszeit noch unverändertes Carbonat in der Lösung 
vorhanden war und nach 12 Stunden nahezu neutrale Reaktion 
herrschte, fand sich nach 24stündiger Digestionszeit freie Milch- 
säure vor. In alkalischer und neutraler Reaktion findet demnach 
nur eine geringe Verdauung statt, intensiver wird sie erst, wenn 
eine schwach saure Reaktion eintritt, wie sie z. B. nach sechsstün- ` 
diger Digestion in ‚neutraler‘ Lösung vorhanden ist. Da bei ur- 
sprünglich alkalischer Reaktion das Alkali erst neutralisiert werden 
muß, wozu nach meinen Versuchen ca. 12 Stunden nötig waren, 
kann freie Milchsäure auch erst später auftreten, und die An- 
reicherung an durch Phosphorwolframsäure nicht mehr fällbaren 
Produkten findet dementsprechend später statt. Die Milchsäure- 
konzentration wird nach einer gewissen Zeit in ursprünglich neu- 
traler Lösung eine größere sein als in ursprünglich alkalischer, da 
ja hier ein Teil der entstehenden Milchsäure zur Neutralisation des 
Alkalis verbraucht wird.” Unter Berücksichtigung dieses Umstandes 
muß man auf Grund der von mir gefundenen Zahlen aber schließen, _ 
daß eine relativ große, durch Milchsäure hervorgerufene Acidität 
auf das Enzym allmählich hinderlich wirken wird, bei ursprünglich 
neutraler Lösung finden wir z. B. nach 12 Stunden 9,36%, durch ° 
Phosphorwolframsäure nicht mehr fällbaren Stickstoff, nach 
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24 Stunden 9,55%. Die Steigerung während der letzten 24 Stunden 
ist also nur eine geringe. In ursprünglich alkalischer Lösung sind 
nach 24 Stunden dagegen über 10% des Stickstoffes in nicht mehr 
fällbarer Form vorhanden, was eben wohl der hier vorhandenen 
geringeren Milchsäurekonzentration zuzuschreiben ist. Es wäre 
nun sehr interessant, das Verhalten des Nahrungsmittelenzyms bei 
verschiedener Salzsäurekonzentration zu studieren. Die von mir 
gewählte Konzentration von 0,2%, HCl scheint das Enzym bereits 
ungünstig beeinflußt zu haben; wenn auch der Abbau bis zu den 
Peptonen hier viel intensiver verläuft als bei neutraler oder alka- 
lischer Reaktion, so bleibt die Menge des nicht mehr fällbaren 
Stickstoffs recht erheblich hinter dem bei anderer Reaktion er- 
haltenen zurück. 

Bezüglich des Optimums seiner Wirksamkeit ähnelt das in 
den Pferdebohnen enthaltene Enzym dem Pepsin, indem es, wie 
die vorliegenden Versuche zeigen, bei saurer Reaktion die größte 
Fähigkeit besitzt, Eiweiß zu lösen und abzubauen. Der Art seiner 


` Wirksamkeit nach gehört es zu den tryptischen Fermenten, da 


Lé 


es befähigt ist, Nahrungseiweiß weit über die Peptone hinaus zu 
abiureten Substanzen abzubauen. 

Die Menge der in den Wicken enthaltenen löslichen Stick- 
stoff enthaltenden Körper ist eine größere als bei den Pferde- 
bohnen, auch die Form, ın der der Stickstoff hier auftritt, ist eine 
andere. Während in den Pferdebohnen ca. ?/, des gelösten Stick- 
stoffs auf koagulables Eiweiß entfällt, tritt dieses bei den Wicken 
nicht unwesentlich zurück; hier findet sich knapp !/, des gelösten 
N in dieser Form vor, dagegen ist die Menge des auf die Albu- 
mosen und auf die mit Phosphorwolframsäure nicht mehr fällbaren 
Substanzen entfallenden Stickstoffs eine viel größere, als bei den 
Pferdebohnen. , 

Über die Wirkung des proteolytischen Enzyms gibt Tabelle II 
Aufschluß. Das in saurer Lösung wirksame Enzym entfaltet 
seine Tätigkeit in noch höherem Maße, wie das der Pferdebohnen 
in den ersten 6 Verdauungsstunden. Mit Ausnahme des Syntonins, 
dessen Menge zwischen 12 und 24 Stunden eine nicht unbeträcht- 
liche Steigerung erfährt, bleibt die Menge der übrigen Abbau- 
produkte zwischen 6 und 24 Stunden konstant. Bei Entfernung 
der Verdauungsprodukte durch Dialyse müßte sich hier ein ganz 
außerordentlich kräftiger Abbau des in den Wicken enthaltenen 
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Eiweißes ergeben. Die Menge des koagulablen Eiweißes und der 
Albumosen hat sich bereits nach 6 Stunden unter den von mir 
gewählten Bedingungen verdoppelt, die der Peptone aber fast ver- 
fünffacht. Seiner Funktion nach ist das hier wirksame proteoly- 
tische Enzym als ein rein peptisches zu betrachten, da es 
augenscheinlich nicht imstande ist, den Abbau des Eiweißes bis 
zu den Aminosäuren zu bewirken, sondern lediglich die Fähigkeit 
hat, die Mengen der Albumosen und Peptone anzureichern. 


Tabelle II. 


Die Verteilung des bei der Autodigestion sich lösenden Stickstoffs bei Wicken. 
100 g Wicken enthalten 4,184 g N. 





Die Menge des gelösten Stickstoffs verteilt 
sich auf 
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e fällb icht fällb 

in Stunden Substanz een i 
6 sauer 1,710/40,87|0,758[18,12|0,388| 9,26 |0,210| 5,03 10,354 | 8,46 
12 2 1,719|41,07|0,758118,12|0,397| 9,46 |0,210| 5,03 |0,354| 8,46 
24 ý 1,971|47,11|1,011/24,16/0,391| 9,36 |0,207| 4,93 |0,362| 8,66 
6 1,61/0,202| 4,83 0,185] 4,43 |0,354| 8,46 
12 1,41/0,253| 6,04 \0,134] 3,22 |0,430 110,27 
24 1,21,0,128 2,92 0,273] 6,54 10,430 110,27 
6 alkalisch |0,910!21,75|0,215 4,64 |0,156| 3,52 10,354 | 8,46 
12 S 0,910[21,75/0,211| 5,03|0,194! 4,64 10,143] 3,62 |0,362| 8,65 
24 > 5,34.0,194| 4,63 |0,134| 3,22 10,371| 8,86 


M d i 
Wirken WE Den 0,955/22,82 0,303 1.250248 
tenen löslichen Stickstoffs 





5,91 0,045 1,06 10,359] 8,59 


Ganz merkwürdige und komplizierte Verhältnisse scheinen 
sich bei der Autodigestion der Wicken in neutraler und alka- 
lischer Lösung abzuspielen. Hier tritt der Fall ein, daß ursprüng- 
lich eine größere Menge Stickstoff in löslicher Form vorhanden 
ist, als nach der Digestion. Es treten hier also Verhältnisse ein, 
die die Umwandlung gelösten Stickstoffs in ungelösten bewirken. ~- 
Welche Fraktionen bei diesem Aufbau beteiligt sind, läßt sich ohne 
weiteres nicht sagen; da die auf die drei letzten Fraktionen ent- 
fallende Stickstoffmenge bei den in Frage kommenden Versuchen 
zunimmt, diejenige des koagulablen Eiweißes aber, besonders ın 
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neutraler Lösung, ganz erheblich zurückgeht, wird man zu dem 
Schlusse berechtigt sein dürfen, daß das koagulable Eiweiß durch 
irgend welche Vorgänge denaturiert, unlöslich gemacht wird. 
Eine Erklärung dieser Erscheinung ist mir zurzeit unmöglich. 
Neben diesem Vorgange läuft in neutraler Lösung aber auch 
eine Verdauung ab. Nach sechsstündiger Digestion hat die Menge 
der Albumosen um ein geringes abgenommen, während die der 
Peptone nicht unbeträchtlich gestiegen ist. Bis 12 Stunden steigt 
die Menge der Albumosen wieder, um bis 24 Stunden zugunsten 
der Peptone wieder zu sinken. Die Menge dieser nimmt zwischen 
6 und 12 Stunden ab, bis 24 Stunden aber wieder sehr beträchtlich 
zu. Die Abnahme zwischen 6 und 12 Stunden ist der Bildung von 
durch Phosphorwolframsäure nicht mehr fällbaren Substanzen zu- 
zuschreiben, die auch bis dahin ihr Maximum erreichen. Bis zu 
24 Stunden wird die Stickstoffmenge dieser Fraktion nicht mehr 
erhöht. 

In alkalischer Lösung macht sich eine geringe Verschie- 
bung in der Menge der Abbauprodukte in der Weise bemerkbar, 
daß die Menge der Albumosen gegenüber der ursprünglich ın den 
Wicken vorhandenen um ein geringes abnimmt, während die 
Peptone um etwas mehr sich anreichern. In den ersten 6 Stunden 
wird die Stickstoffmenge der eigentlichen Abbauprodukte, d. h. 
die Stickstoffmenge, die sich aus der Gesamtmenge des gelösten 
Stickstoffs nach Abzug des dem koagulablen Eiweiß zukommen- 
den Stickstoffs ergibt, um ca. 1%, erhöht und bleibt von da an 
konstant. Innerhalb dieser Fraktionen finden Veränderungen auch 
nicht mehr statt. Diese Feststellung steht im Widerspruche zu 
meinen Befunden in ‚‚neutraler‘‘ Lösung, wo ja unter dem Einflusse 
der durch Gärung entstandenen Milchsäure sogar ein Abbau über 
die Peptone hinaus stattfand, während in ursprünglich alkalischer 
Lösung, nachdem die Milchsäuregärung ebenfalls saure Reaktion 
hervorgerufen hatte, ein solcher Abbau nicht stattfindet. Die An- 
wesenheit von 0,2%, Soda scheint demnach schädlich auf das Fer- 
ment zu wirken, derart, daß es in späterer milchsaurer Lösung 
seine Wirksamkeit nicht wieder erhält. 

Während man bei den Pferdebohnen ungezwungen das 
Vorhandensein eineseinzigen Enzyms annehmen kann, dessen 
lösende Kraft am stärksten bei salzsaurer Reaktion zum Ausdrucke 
kommt, dessen Abbaufähigkeit über die Peptone hinaus bei 
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schwach milchsaurer Reaktion ihr Optimum hat und das in ge- 
ringem Maße auch noch bei neutraler und schwach alkalischer 
Reaktion zu wirken vermag, erscheint mir die Annahme nur 
eines Enzyms bei den Wicken nicht ohne weiteres möglich, 
wenn auch durch meine Versuche es durchaus als nicht erwiesen 
gelten kann, daß bei verschiedener Reaktion (salzsaurer und 
milchsaurer) verschiedene Enzyme ihre Tätigkeit entfalten. Um 
diese Frage zu lösen, müssen noch weitere umfangreiche Unter- 
suchungen angestellt werden. Immerhin möchte ich auf Grund 
der Tatsache, daß in ursprünglich neutraler, später milchsaurer 
Reaktion die Menge der durch Phosphorwolframsäure nicht mehr 
fällbaren stickstoffhaltigen Substanzen zunimmt, die Wirksam- 
keit eines Enzyms annehmen, das weder in alkalischer, noch in salz- 
saurer Lösung diese Wirkung zeigt, d. h. in solcher Lösung unwirk- 
sam ist. Wenn nun in salzsaurer Lösung ein kräftiger Abbau bis 
zu Pepton in sehr kurzer Zeit stattfindet, so wird man die An- 
wesenheit eines anderen in diesem Sinne wirkenden Enzyms 
nicht von der Hand weisen können, da kaum anzunehmen ist, daß 
dasselbe Enzym unter verschiedenen Bedingungen verschiedene 
Wirkungen entfalten könnte, es könnte nur die quantitative Wir- 
kung, nicht aber die qualitative beeinflußt werden. Für die Ver- 
dauung wird das tryptisch wirkende Enzym wohl kaum von be- 
sonderem Einflusse sein, da, wie ich schon erwähnte, durch Alkalı 
dieses Enzym offenbar zerstört wird. Bei den Herbivoren wird es 
also wahrscheinlich durch den Alkaligehalt des Speichels bereits 
vernichtet und scheidet somit als wirksames Agens bei der Magen- 
verdauung, wo es während der amylolytischen und gemischt amy- 
lolytisch-proteolytischen Verdauungsperiode wirksam sein könnte, 
aus. Daß das andere, in salzsaurer Lösung besonders wirksame 
Enzym auch bei milchsaurer Reaktion zu wirken imstande ist, 
ist nicht von der Hand zu weisen, immerhin wird man auch hier 
praktisch kaum von einer Wirksamkeit in alkalischer oder milch- 
saurer Reaktion reden können. Bei der Magenverdauung kommt 
dieses Enzym erst relativ spät bei einer genügend großen Salz- 
säurekonzentration zur Geltung. Eine weit größere Bedeutung 
für die Magenverdauung der Herbivoren würde das in den Pferde- 
bohnen wirksame proteolytische Enzym haben, denn dieses ist 
in seiner qualitativen Wirkung fast unabhängig von der herrschen- 
den Reaktion; vermag es auch bei neutraler und alkalischer Reak- 
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tion keine besonders große Lösung unlöslichen Eiweißes zu be- 
wirken, so ist es doch befähigt, gerade bei diesen Reaktionen einen 
weitgehenden Abbau von koagulablem Eiweiß zu niederen Spal- 
tungsprodukten zu bewerkstelligen. Diese Wirksamkeit tritt noch 
deutlicher hervor bei milchsaurer Reaktion, die ja im Magen der 
Herbivoren lange Zeit die vorherrschende ist. Salzsaure Reaktion 
begünstigt hauptsächlich die Lösung des Eiweißes und seinen 
Abbau bis zu den Peptonen, Produkten, die ja auch durch die 
Pepsinverdauung gebildet werden. Das in den Pferdebohnen ent- 
haltene Enzym ist danach in hohem Grade befähigt, mangelnde 
Körperenzyme in weitgehendstem Maße zu ersetzen. 
Pferdebohnen und Wicken sind zwei typische Vertreter 
der Leguminosen, und wegen ihres großen Eiweißgehaltes als 
Futtermittel sehr beliebt. Immerhin finden sie bei weitem nicht 
in dem Maße Verwendung als die Cerealien, von denen besonders 
der Hafer bei uns in Deutschland am meisten bevorzugt wird. Es 
ist jedoch sehr oft angeregt worden, den Hafer teilweise durch 
Gerste zu ersetzen. Dies geschieht auch vielfach im Orient und 
kommt auch bei uns nicht selten vor. Im allgemeinen hat sich die 
Verabreichung von Gerste an Pferde usw. recht gut bewährt. 
Da die Erfahrungen über die Verdauung dieses Futtermittels noch 
recht geringe sind, so sind in unserem Institute Fütterungsversuche 
mit Gerste vorgesehen; es erscheint deshalb zweckmäßig, auch das 
proteolytische Enzym derselben und die Art seiner Wirksamkeit 
näher zu untersuchen. Um einen Vergleich mit Hafer zu ermög- 
lichen, habe ich die Wirksamkeit des in demselben enthaltenen 
Enzyms ebenfalls geprüft und hierzu denselben Hafer benutzt, 
den ich seinerzeit zu Fütterungsversuchen für Pferde!) verwendet 
habe. Dieser Hafer hat ca. 1 Jahr in unserem Institute gestanden; 
es ist interessant zu sehen, in welcher Weise er sich seit jener Zeit, 
wo er zuletzt untersucht wurde, verändert hat. Sein Stickstoff- 
gehalt ist derselbe geblieben, die Menge des löslichen Stickstoffs hat 
aber ganz beträchtlich abgenommen, fand ich früher 17,5%, lös- 
lichen Stickstoff, so sind jetzt nur noch 8,99% in löslicher Form 
vorhanden. Hiervon entfallen 1,45%, auf koagulables Eiweiß, so 
daß auf die übrigen Produkte 7,54%, entfallen, gegen 3,6%, bei 


1) Grim mer: Ein Beitrag zur Kenntnis der Verdauung unter beson- 
derer Berücksichtigung der Eiweißverdauung; diese Zeitschr. 2, 118. 1906. 
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meiner früheren Untersuchung. Im Verlaufe eines Jahres hat 
sich demnach im „ruhenden‘ Korne eine weitgehende Veränderung 
bemerkbar gemacht, derart, daß die Gesamtmenge des löslichen , 
Stickstoffs auf ungefähr die Hälfte zurückgegangen und die Menge 
der Abbauprodukte auf das Doppelte gestiegen ist. Es dürfte 
also auch im ruhenden Korne ein fermentativer Vorgang in doppel- 
temSinne, ein synthetischerund ein analytischer (dissimilatorischer), 
wenn ich mich so ausdrücken darf, ablaufen. Diese Erscheinung 
ähnelt ganz der von mir bei den Wicken gemachten Beobachtung, 
wo ja in neutraler und alkalischer Digestionsflüssigkeit ebenfalls 
eine Abnahme des löslichen Stickstoffs auf Kosten des auf koagu- 
lables Eiweiß entfallenden Stickstoffs erfolgt. 


Tabelle III. 


Die Verteilung des bei der Autodigestion sich lösenden Stickstoffs des Hafers. 
100 g Hafer enthalten 1,938 g N. 


Die Menge des gelösten Stickstoffs verteilt 
sich auf 










Dauer Menge des 
der Auto- Art der | gelösten Durch Phosphorwolfram- 
digestion Reaktion |Stickstoffs | Koagulables lb säure 
Eiweig | Albumosen | tere Inicht fällbare 


in Stunden 





Substanzen | Substanzen 


Eegenen | nenn | onen | nn 


6 sauer 1!0,253|13,04/0,034| 1,74 0,131} 6,74 |0,029| 1,52 |0,059| 3,04 
12 H 0,421/21,74/0,152| 7,83 0,155 8,04 |0,013| 0,65 |0,101| 5,22 
24 a 0,489|25,18/0,178| 9,17 0,138| 7,10 |0,038| 1,95 |0,135| 6,96 

6 neutral |0,244|12,61:0,051| 2,61 10,096! 5,00 ‚0,0321 1,52 






















12 S 0,337 17,39 0,008 

24 S 0,404[20.87 0,025] 1,30 10,181| 9,35 [0,055 2,83 

6 alkalisch [0,227111,7410,067] 3,47 10,021] 1,10 [0,063] 3,25 3.92 
12 S 0,371/19,1310,067| 3,47 0140 7,18 |0,021| 1,09 7,39 
ch 8 0,472/24,29!0,168| 8,69 |0,081| 4,08 0,194)10,00 


ursprünglich enthaltenen ida. 0,174) 8,9910,028] 1,45 10,079! 4,06 10,022] 1,17 [0,045] 2,31 
lichen Stickstoffs | 

Bei der Digestion des Hafers macht sich eine sehr bedeutende 
enzymatische Wirkung bemerkbar, die scheinbar unabhängig von 
der herrschenden Reaktion ist. Sowohl bei salzsaurer, wie auch 
bei ursprünglich neutraler und alkalischer Reaktion findet eine 
mit zunehmender Verdauungszeit wachsende Lösung von unlös- 
lichem Eiweiß statt; eine hemmende Wirkung der Abbauprodukte 
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auf die Tätigkeit der Enzyme ist nur in alkalischer Reaktion er- 
kennbar, wo zwischen 12 und 24 Stunden die Menge des gelösten 
Stickstoffs, nach Abzug des auf koagulables Eiweiß entfallenden 
N, konstant bleibt. Der Verlauf der Verdauung ist in saurer und 
ursprünglich neutraler Lösung betreffe der drei letzten Fraktionen 
nahezu der gleiche, die Menge der Albumosen nimmt bis zu 
12 Stunden nicht unwesentlich zu, um bis zu 24 Stunden um ein 
geringes zu fallen. Bei den durch Phosphorwolframsäure fällbaren 
Produkten ist zwischen 6 und 12 Stunden eine Abnahme zu kon- 
statieren, bis 24 Stunden nimmt ihre Menge wieder zu und überragt 
dann die nach sechsstündiger Digestion vorhandene. Die Menge 
der durch Phosphorwolframsäure nicht mehr fällbaren Produkte 
steigt stetig bis zu 24 Stunden. In alkalischer Lösung findet eben- 
falls eine Anreicherung gelösten Stickstoffs bis zu 24 Stunden statt, 
die aber zwischen 12 und 24 Stunden sich nur auf das koagulable 
Eiweiß erstreckt. Die Gesamtmenge der übrigen Abbauprodukte 
bleibt konstant, innerhalb dieser Menge findet aber noch immer 
eine Verdauung statt, die Menge der Albumosen nimmt nicht un- 
beträchtlich ab, die der Peptone und tieferen Abbauprodukte 
aber in dem gleichen Maße zu. Es findet also auch hier noch eine 
Verdauung statt, trotzdem die Stickstoffmenge der letzten drei 
Fraktionen keine Vermehrung erleidet. 

Das in der Gerste enthaltene Enzym entfaltet seine größte 
Tätigkeit bei ursprünglich alkalischer Reaktion, schwächer ist 
seine Wirksamkeit bei ursprünglich neutraler, am schwächsten bei 
salzsaurer Reaktion. Bei der letzteren ist aber bis zu 24 Stunden 
eine dauernde Steigerung der Menge der Verdauungsprodukte zu 
beobachten, die sich auf alle Fraktionen, ausgenommen die der 
Peptone erstreckt. Bei diesen findet zwischen 12 und 24 Stunden 
eine Abnahme statt. Eine stark hemmende Wirkung durch die 
sich anreichernden Verdauungsprodukte kommt hier ebensowenig 
wie beim Hafer zum Ausdruck. Dies ist vielmehr bei ursprünglich 
neutraler Reaktion der Fall. Hier ist die Verdauung infolge der 
Anhäufung von Verdauungsprodukten schon nach 12 Stunden be- 
endet, bis zu 24 Stunden findet weder eine weitere Lösung noch 
ein fortschreitender Abbau des bereits gelösten Stickstoffs statt. 
In ursprünglich alkalischer Lösung tritt diese hemmende Wirkung 
ebenfalls, allerdings bei weitem nicht in dem Maße wie in neutraler 
Lösung, hervor. Hier haben die Mengen der Peptone und der 
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nicht mehr fällbaren Produkte nach 12 Stunden ihr Maximum er- 
reicht, während eine Anreicherung von Albumosen und koagu- 
lablem Eiweiß noch bis zu 24 Stunden zu konstatieren ist. Bei der 
Gerste ist wie beim Hafer die Menge der gebildeten durch Phos- 
phorwolframsäure nicht mehr fällbaren Produkte in ursprünglich 
alkalischer Lösung viel größer als bei ursprünglich neutraler Re- 
aktion. Wie ich schon früher betonte, hängen diese Verschieden- 
heiten ganz offenbar von den verschiedenen Milchsäurekonzen- 
trationen in beiden Versuchsserien ab. 


Tabelle IV. 


Die Verteilung des bei der Autodigestion sich lösenden Stickstoffs der Gerste. 
100 g Gerste enthalten 1,902 g N. | 


Die Menge des gelösten Stickstoffs verteilt 


Dauer Menge des sich auf 
der Auto- | Art der | gelösten | | Durch Phosphorwolfram- 
digestion | Reaktion |Stickstoffs e CS HEEN säure 
‘1 Stunden iwel fällbare [nicht fällbare 


Substanzen | Substanzen 


= | 681% 8 | %I 8 )% | el % | 8 |% 












6 sauer [0,227111,95/0,135 7,08,0,020 1,11/0,038| 1,99 10,034 | 1,77 
12 - 0,244|12,84 0,051 2,66,0,105 5,5310,044| 2,44 10,042! 2,21 
24 £ 0,337|17,71/0,084| 4,43/0,148| 7,75/0,021| 1,10 10,084) 4,43 
6 neutral |0,253/13,28 5,760,015! 0,76/0,030| 1,55 10,101| 5,31 
12 R 0,050] 2,6610,228|11,96'0,034| 1,77 !0,126| 6,64 
24 S 0024) 1,77.0,236|12,40|0,034) 1,77 10,126; 6,64 
6 alkalisch |0,354|18,60.0,227111,95| Spuren 10,049! 2,55 !0,076| 3,99 






0,691 
0,775 


36,31/0,312]16,38/0,038| 2,0010,105| 5,53 |0,236 112,40 
40,74,0,371/19,48.0,059| 3,11)0,109| 5,75 10,236 112,40 
| 
| 











Bee d 5,0210,022| 1,18 


tenen löslichen Stickstoffs 





0.015 0,7710,081| Le 0027 1,42 


Die im Hafer und in der Gerste enthaltenen proteolytischen ` 
Enzyme sind einander sehr ähnlich. Beide sind nach ihrer quali- 
tativen Wirkung tryptische Enzyme, die ihre größte Wirksam- 
keit bei schwach milchsaurer Reaktion entfalten, gegen Salz- 
säure in 0,2proz. Konzentration aber nur in geringem Maße 
empfindlich sind. Sie sind demnach befähigt, die Eiweißverdauung 
im Magen für die ganze Aufenthaltsdauer des betreffenden Futter- 
mittels in demselben zu bewirken, und sind somit dem in den 
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von mir untersuchten Pferdebohnen enthaltenen Enzym an die 
Seite zu stellen. 

Für die Verdauung der Herbivoren ist es entschieden von 
großer Bedeutung, wenn, wie dies z. B. bei den Pferdebohnen, bei 
Hafer und Gerste der Fall ist, ein in alkalischer bzw. milchsaurer 
Lösung wirksames, proteolytisches Enzym mit dem Futter ver- 
abreicht wird; ein derartiges Enzym ist um so wertvoller, je 
kräftiger es bei dieser Reaktion zu wirken vermag. Da beim 
Verzehren von Körner- und Rauhfutter sehr große Mengen Spei- 
chel sezerniert werden, damit die betreffenden Futtermittel ein- 
gespeichelt und somit schlingbar gemacht werden, ist das proteo- 
lytische Magenenzym, das Pepsin, infolge der anfangs alkalischen 
und schwach milchsauren Reaktion des Mageninhaltes zunächst 
nicht imstande, das ihm gebotene Eiweiß für den Körper assimilier- 
bar zu machen, d.h. zu verdauen. Es vergeht relativ lange Zeit, bis 
im Magen eine kräftig wirkende peptische Proteolyse stattfindet. 
Bis dahin würde das Nahrungseiweiß als unverdaulich nur einen 
unnützen Ballast bilden, wenn nicht ein Abbau desselben durch 
die Nahrungsmittelenzyme bewirkt würde. Ganz besondere Be- 
deutung gewinnen diese Verhältnisse speziell beim Pferde, dessen 
Magen ja nur eine relativ sehr kleine Pepsin und Salzsäure sezer- 
nierende Region aufweist, und wo bis zur Bildung genügender Men- 
gen von Pepsin und Salzsäure demnach ziemlich lange Zeit vergeht. 
Hier kann eine Proteolyse in der ersten Verdauungsstunde in 
größerem Umfange nur durch das Nahrungsmittelenzym erfolgen, 
da ja während dieser Zeit in der linken, ösophagusseitigen Hälfte 
des Magens die alkalische oder höchstens schwach milchsaure 
Reaktion vorherrscht und da in dieser Zeit Pepsin und Salzsäure nur 
in sehr geringem Maße vorhanden sind, und da die Sekretion eines 
in alkalischer oder schwach milchsaurer Reaktion wirksamen pro- 
teolytischen Enzyms, z. B. des Pseudopepsins, durch die Magen- 
drüsen nicht in Frage kommt. Die in den von mir untersuchten 
Futtermitteln enthaltenen Enzyme können, wie aus dem Vor- 
stehenden ersichtlich ist, unter Bedingungen, wie sie im Magen 
und Darmkanal der Haussäugetiere und bei vegetabilischer und 
gemischter Nahrung auch beim Menschen herrschen, wirksam 
sein und sind somit befähigt, die Magen- und Darmverdauung 
der hauptsächlich rohe Nahrungsmittel genießenden Tiere in wesent- 
lichem Maße zu unterstützen. Eine andere Frage ist es, ob die 
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Ausnutzung des verabreichten Futters unter Mitwirkung der 
Enzyme eine größere ist, gegenüber der eines enzymfreien, z. B. 
gekochten Futters. Die Befunde hierüber sind recht verschieden. 
Weiske?) konnte eine größere Ausnützung eines enzymhaltigen 
Hafers gegenüber einem fermentfreien bei Fütterungsversuchen 
an Kaninchen nicht feststellen, während Bergman?) auf Grund 
seiner Versuche gerade zum entgegengesetzten Resultate kommt. 
Diese Versuche beweisen aber gar nichts. Die Futtermittel ver- 
weilen im tierischen Körper so lange, daB man bei normaler Funk- 
tion des Magen-Darmkanals und bei normaler Abscheidung der 
Körperenzyme sehr wohl erwarten kann, daß auch ohne Mit- 
wirkung äußerer Einflüsse eine möglichst quantitative Ausnutzung 
der gereichten Nährstoffe erfolgt. Über diesen, sowie über den 
folgenden Punkt hat sich auch Ellenberger kurz in einer den 
Bergmanschen Artikel betreffenden Publikation ausgesprochen?). 
Es ist aber eine allgemein bekannte Tatsache, daß die Verdauungs- 
arbeit eine sehr beträchtliche Arbeit ist®), und es ist nicht 
gleichgültig, ob diese Arbeit einzig und allein von dem verdauenden 
Tiere geleistet wird, oder ob eine Unterstützung hierin durch die 
Mitwirkung der Nahrungsenzyme stattfindet. Eine sehr große 
Rolle dürften die Nahrungsmittelenzyme aber auch, wie dies schon 
Ellenberger5) hervorhob, bei Erkrankungen der Verdauungs- 
organe spielen, wo die Körperenzyme nicht mehr imstande sind, 
die ihnen zugemutete Verdauungsarbeit zu leisten. Hier müssen 
die Nahrungsmittelenzyme die Stelle der Körperenzyme vertreten, 
und die Erfahrung hat gezeigt, daß dies in weitgehendstem Maße 
auch der Fall ist, und daß Heilerfolge konstatiert wurden, die 


1) Weiske: Beeinflussen die in Vegetabilien vorkommenden Fermente 
die Ausnützung der Nahrung im Organismus? Zeitschr. f. physiol. Chemie 
19, 282. 

2) Bergman: Studien über die Digestion der Pflanzenfresser; 
Skand. Arch. f. Physiol. 18, 119. 

3) Ellenberger: Über die Beeinflussung der Verdauung und Aus- 
nutzung der vegetabilischen Nahrungsmittel durch die in den Pflanzen 
vorkommenden Enzyme; Skand. Arch. f. Physiol. 18, 306. 

4) F. Zuntz und Hagemann: Untersuchungen über den Stoffwechsel 
des Pferdes bei Ruhe und Arbeit; Berlin, Paul Parey, 1898. 

5) Ellenberger und Hofmeister: Das Vorkommen eines proteo- 
Iytischen und anderer Fermente im Hafer und deren Einwirkung auf die 
Verdauungsvorgänge; Arch. f. wissenschaftl. u. prakt. Tierheilk. 14, 58. 
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sicher nicht eingetreten wären, wenn die erkrankten Organe nicht 
entlastet worden wären. 

Diese günstigen Erfolge sind am Menschen beobachtet wor- 
den, für die Haustiere ist eine ähnliche Therapie bisher wohl kaum 
angewandt worden, und es erscheint dies zunächst auch unnötig, 
da die meisten Tiere ihre Nahrung in rohem Zustande erhalten, 
und da infolgedessen die Enzyme derselben bei der Verdauung 
tatsächlich schon wirksam sind. Wie aber meine Versuche ge- 
zeigt haben, ist die Wirkung verschiedener Nahrungsmittelenzyme 
auch eine verschiedene, diese Differenz muß auch bei der Verdau- 
ung zum Ausdruck kommen; bei genauer Kenntnis der Wirkung 
der Nahrungsmittelenzyme wird es möglich sein, für gewisse 
Störungen in der Verdauung, die vielleicht durch das übliche 
Futtermittel nicht gehoben, sondern eher verschlimmert werden, 
eine genügende Rekompensation zu finden, dadurch, daß man 
ein anderes Futtermittel verabreicht, dessen Enzym unter den 
gegebenen pathologischen Verhältnissen besonders günstig wirkt. 

Eine sehr ausgiebige Verdauung durch die Nahrungsmittel- 
enzyme allein scheint mir bei einigen Futtermitteln, z. B. Pferde- 
bohnen, Gerste und Hafer, durchaus nicht ausgeschlossen. Wie die 
von mir gefundenen Zahlen zeigen, findet unter besonders gün- 
stigen Umständen eine Lösung und ein Abbau von 40 und mehr 
Prozent Eiweiß durch die Nahrungsenzyme statt, wobei zu be- 
denken ist, daß die immer größer werdende Anreicherung von 
Verdauungsprodukten bei Verdauungsversuchen im Thermo- 
staten die Enzyme in ihrer Wirksamkeit ungünstig beeinflußt. 
Im tierischen Körper liegen die Verhältnisse insofern viel gün- 
stiger, als durch Resorption und Fortschaffen der Verdauungs- 
produkte diese unter normalen Verhältnissen nie in dem Maße 
in der Verdauungsflüssigkeit vorhanden sind, daß hierdurch eine 
wesentliche Hemmung der Enzymwirkung bedingt werden könnte. 
Die Verdauung wird also dort eine noch viel intensivere sein kön- 
nen als unter den von mir gewählten Bedingungen in vitro. Die 
erste Bedingung, die an ein Enzym zu stellen ist, wenn es bei der 
Verdauung eine wesentliche Rolle spielen soll, ist die, daß es 
möglichst rasch wirkt. Bei Pferdebohnen, Hafer und Gerste dürfte 
nach den Ergebnissen meiner Versuche diese Bedingung erfüllt 
Bein. 
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Von 
Preston Kyes, 
Assistant Professor of Experimental Pathology, University of Chicago. 


(Aus dem Königl. Institut für experimentelle Therapie in Frankfurt a. M. 
[Direktor: Geheimrat Prof. Dr. P. Ehrlich].) 


(Eingegangen am 19. März 1907.) 


Vor einiger Zeit habe ich über Versuche berichtet, welche 
die Beziehungen des Schlangengiftes zum Lecithin klarlegen 
sollten?). Ich habe damals in meiner Arbeit die Eigenschaften 
einer Substanz beschrieben, die ich aus Kobragift und Lecithin 
chemisch erhalten habe und welche die hämolytische Quote des 
Kobragiftes quantitativ enthält. Die von mir so gewonnene 
Substanz, die ich als ‚Kobralecithid‘‘ bezeichnet habe, war leicht 
in Chloroform und einer Reihe ähnlicher ätherischer Solventien 
löslich und war offenbar durch eine Vereinigung von sehr viel 
Lecithin mit einer relativ geringen Menge des Kobragiftes ent- 
standen. Da mich die Fortführung dieser Versuche sehr interes- 
sierte, habe ich mit besonderer Freude der Aufforderung von Herrn 
Geheimrat Ehrlich, diese Studien im Frankfurter Institut weiter 
fortzusetzen, entsprochen. Insbesondere lag mir daran, den Che- 
mismus der Reaktion aufzuklären. In der Tat handelt es sich 
bei dem Prozeß um einen ganz eigenartigen Vorgang, der in den 
bisher vorliegenden Erfahrungen der synthetischen Chemie nicht 
so leicht eine Analogie finden dürfte. 

Besonders möchte ich in dieser Beziehung hervorheben, daß 
der Prozeß, dem das Lecithid seine Entstehung verdankt, in 
einem wesentlichen Punkte, in seinem Ausgange, durchaus von 


1) Bei einigen ergänzenden Versuchen ist Herr Dr. Teruuchi in 
dankenswerter Weise behilflich gewesen. 

2) P. Kyes, Über die Isolierung von Schlangengiftlecithiden. Berliner 
klin. Wochenschr. 1908, Nr. 42 u. 43. 
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den gewöhnlichen Isolierungsmethoden, wie sie insbesondere in 
der pharmakologischen Chemie herrschend sind, abweicht. Wenn 
wir aus irgend einer beliebigen Pflanze ein oder eine Reihe von 
Alkaloiden in reiner Form darstellen können, so handelt es sich 
hier um Methoden, die aus der Vereinigung einer Unzahl feinster 
Experimente und chemischer Überlegungen gewonnen sind. Die 
Methodik ist zwar keine willkürliche, aber doch gewissermaßen 
eine künstliche. 

Demgegenüber ist die Genese der Lecithiddarstellung keine 
künstliche. Die Methode ist hervorgegangen aus einer genauen 
Analyse der Vergiftungserscheinungen der roten Blutkörperchen, 
die darauf hinwiesen, daß sich das Kobragift mit dem Lecithin 
vereinigen mußte. Das, was wir also künstlich im Reagensglase 
erzeugt haben, ist nichts anderes als eine Nachahmung des in der 
Natur sich abspielenden Prozesses. Es kann mithin die Lecithid- 
darstellung im Gegensatze zu den anderen Methoden als eine 
Naturmethode bezeichnet werden. 

Aber auch nach einer anderen Richtung scheint die Unter- 
suchung gerade dieses Phänomens von besonderer Bedeutung zu 
sein. Nachdem von Flexner und Noguchi festgestellt worden 
war, daß das Schlangengift an und für sich bestimmte Arten von 
Blutkörperchen nicht zur Auflösung bringen kann, sondern erst 
durch Komplettierung mit Serum dazu befähigt ist, nachdem dann 
Calmette erwiesen hatte, daß der betreffende Serumbestandteil 
im Gegensatz zu den Komplementen hitzebeständig war, und 
nachdem ich selbst!) das Lecithin als diesen Aktivator erkannt 
hatte, war eo ipso eine Beziehung zu dem so wichtigen Verhalten 
der Komplettierung gegeben, die bei der Frage der Cytolysine 
und Hämolysine eine so große Rolle spielt. Es würde zu weit 
führen, hier auf diesen Streit näher einzugehen, der auf der einen 
Seite von Ehrlich und seiner Schule geführt wurde, auf der 
anderen Seite von Bordet einerseits und den Vertretern der 
physikalisch-chemischen Richtung andererseits. Ehrlich nahm 
an, daß bei der Vereinigung von Amboceptor und Komplement, 
nach dem Zusammentritt, den er als eine Art Synthese auffaßte, 
ein neuer Körper entstünde, der das eigentliche Gift repräsentierte, 


1) P. Kyes, Die hämolytische Wirkung des Schlangengiftes. Berliner 
klin. Wochenschr. 1902, Nr. 38/39. — P. Kyes und H. Sachs, Zur Kennt- 
nis der Kobragift aktivierenden Substanzen. Ebenda 1908, Nr. 2—4. 
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während Bordet lange Jahre die Ansicht vertrat, daß sich die 
beiden Substanzen nicht direkt miteinander vereinigen, sondern 
daß eine Substanz, der Sensibilisator, nur die betreffenden Gebilde 
empfindlich mache, so daß sie den Angriffen der zweiten Kom- 
ponente, des Alexins (Ehrlichs Komplement), unterliegen würden. 

Von physikalisch-chemischer Seite war wieder die Auffassung 
eine andere, indem z. B. Arrhenius und Noguchi aus den Ver- 
hältnissen, die sich bei partieller Absättigung von Schlangengift- 
amboceptor und Lecithin ergeben, eine Kurve konstruierten, aus 
der sich eine bestimmte Formel ableiten ließ, die für einen rever- 
siblen Prozeß zu sprechen schien. 

Wieder nach anderer Richtung faßte Bredig die Beziehungen 
zwischen Kobragift und Lecithin auf, indem er, von der jetzt 
herrschenden Neigung, alles durch Adsorption und Umhüllung 
von Kolloiden zu erklären, ausgehend, auf diese Weise die Er- 
scheinung zu erklären suchte!). Mir erschien es von Anfang an, 
ganz entsprechend dem Standpunkte, den Ehrlich vertritt, nicht 
zulässig, bei so komplizierten Verhältnissen aus den Kurven genau 
bestimmen zu wollen, in welcher Art ein biologischer Prozeß ver- 
läuft; ich hielt es vielmehr für geboten, erst auf rein chemischem 
Wege durch genaue Kenntnis der Produkte und ihre Analyse fest- 
zustellen, in welcher Weise die Reaktion vor sich geht. Erst, wenn 
diese Vorfragen erledigt sind, ist es an der Zeit, auf sicherer Grund- 
lage die physikalisch-chemische Seite zu erörtern, nicht umgekehrt. 

Zu einer chemischen Analyse bot sich aber gerade beim 
Schlangengift die beste Gelegenheit. Soweit man bis jetzt ab- 
sehen kann, ist zurzeit von den in der Immunität maßgebenden 
zahlreichen Erscheinungen das Schlangengift — dem sich vielleicht 
in späterer Zeit analoge Verbindungen (Oleide, Cholesteride usw.) 
anschließen dürften — der einzige Punkt, in dem das unendliche 
Gebiet der wahren Chemie mit dem großen Immunitätskreise 
tangiert, wie dies auch von Morgenroth?), der aus gleichen 


1) Anmerkung während der Korrektur: Auf die soeben er- 
schienene Arbeit von L. Michaelis und P. Röna (Diese Zeitschrift 4, 11) 
wird in einem späteren Aufsatz eingegangen werden. Ehrlich. 

2) J. Morgenroth, Über die Wiedergewinnung von Toxin aus seiner 
Antitoxinverbindung. Berliner klin. Wochenschr. 1905, Nr. 50, und: 
Weitere Beiträge zur Kenntnis der Schlangengifte und ihrer Antitoxine. 
Arbeiten aus dem Pathologischen Institut in Berlin. 1906. 
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Gründen das Schlangengifthämolysin zur erfolgreichen Bearbei- 
tung einer Reihe bedeutsamer Fragen des Toxingebietes heran- 
gezogen hat, erkannt worden ist. Wir sind zurzeit nicht in der 
Lage, die Toxine, Amboceptoren, Komplemente und die große 
Schar der Immunitätsprodukte, überhaupt keines der Antigene 
und der Antikörper chemisch zu fassen und müssen uns daher 
begnügen, aus einer möglichst feinen Durchführung der biolo- 
gischen Versuche Rückschlüsse auf die Art der hierbei sich ab- 
spielenden Vorgänge zu ziehen. Es haben daher die Gegner 
vielfach verächtlich von einer Art Metachemie gesprochen. Desto 
wichtiger ist es nun, wenn — wie in dem hier vorliegenden Falle — 
eine Komponente (das Lecithin) chemisch faßbar ist, alles daran 
zu setzen, um hier analytisch, auf rein chemischem Wege, der 
Erforschung näher zu kommen und einmal zu sehen, ob die 
Schlüsse der ‚„Metachemie‘ sich auch auf dem rein chemischen 
Wege bestätigen lassen. Diese unsere Voraussetzung hat sich, wie 
sich in folgendem zeigen wird, in der Tat in vollem Maße bewährt. 

Als ich meine Versuche wieder aufnahm, zeigte sich nun 
zunächst die überraschende Tatsache, daß trotz peinlichster Ein- 
haltung der früher von mir befolgten Versuchsbedingungen die 
quantitative Darstellung des kompletten Kobralecithids, d.h. 
eines Lecithidpräparates, das ohne Zusatz von Lecithin die volle 
hämolytische Wirksamkeit des unter einem optimalen Lecithin- 
zusatz geprüften nativen Kobragiftes besitzt, in zahlreichen Ver- 
suchen mehr oder weniger fehlschlug, und zwar wurde auch durch 
wochenlanges Schütteln der Kobragiftlösung mit Lecithinchloro- 
form kein besserer Erfolg erzielt. Man konnte zunächst daran 
denken, daß das Kobragift, dessen gütige Überlassung ich nach 
wie vor Herrn Dr. Lamb verdanke, anders als früher beschaffen 
wäre und an dem schlechten Ergebnis schuld trüge. Dagegen 
sprachen aber sogleich Erfahrungen mit gewissen Lecithinpräpa- 
raten des Handels, mit denen es mir gelegentlich gelang, eine 
quantitative Ausbeute von Lecithid wie früher zu erzielen. Die 
Ursache der scheinbaren Zufälligkeiten des Erfolges mußte also 
im Lecithin gesucht werden, und bei der leichten Zersetzlichkeit 
des Lecithins schien eine hohe Variabilität der Handelspräparate 
von vornherein sehr wahrscheinlich. Es wurde daher versucht, 
der bei der Zersetzung des Lecithins eintretenden sauren Reaktion 
durch Neutralisation zu begegnen, und in der Tat erwies sich ein 
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Zusatz von Alkali als das souveräne Mittel, durch das es endlich 
gelang, mit allen Lecithinpräparaten konstante Resultate zu er- 
zielen. Den Einfluß des Alkalis möge zunächst der folgende Ver- 
such illustrieren. 


400 ccm 0,5proz. Kobragiftlösung in Wasser werden mit 600 ccm 20proz. 
Lecithin-Chloroformlösung vier Wochen lang geschüttelt. Sodann wird 
zentrifugiert und von der Chloroformschicht ein wenig zur Prüfung der 
hämolytischen Wirksamkeit entnommen. Die Gesamtmenge wird wieder 
durchgeschüttelt und so viel Natronlauge hinzugefügt, daß die zuvor fest- 
gestellte Acidität zur Hälfte neutralisiert ist. Nun wird zwei Tage lang 
geschüttelt, darauf die entsprechende Menge Salzsäure!) zugefügt, zentri- 
fugiert und wieder eine Probe der Chloroformschicht entnommen. 

Die beiden derart gewonnenen Chloroformlösungen wurden so weit 
verdünnt, daß, auf die gesamte zur Verwendung gekommene Kobragift- 
menge berechnet, eine 0,005proz. Giftlösung resultieren mußte. Die hämoly- 
tische Wirksamkeit wurde durch Zufügen absteigender Mengen zu je 1 ccm 
5 proz. Ziegenblutaufschwemmung festgestellt. Zur Kontrolle diente eine 
0,005 proz. Lösung nativen Kobragifte bei Zusatz von OI ccm 0,1 proz. 
Lecithinlösung. Das Ergebnis zeigt Tabelle 1. 


Tabelle 1. 


Hämolyse von 1 ccm 5proz. Ziegenblut durch: 


a) b) c) 





an dienach 4 Wochen p Se Wenerem 
langem Schütteln age langem natives Kobragift 
ccm : Schütteln bei Al- |, _. une 
ohne Alkali erhal- f bei Lecithinzusatz 
tene Lösung kalizusatz erhal- 
tene Lösung 
1,0 komplett komplett komplett 
0,75 a | 
0,5 a = 
0,35 stark n 
0.25 wenig n 
0,15 Spur 5 
0,1 0 n 
0,075 0 n 
0,05 Q mäßig mäßig 
0,035 0 Spur Spur 
0,025 0 Spürchen Spürchen 
0,015 0 0 j 
0,01 0 0 | ; 


1) Die nachträgliche Neutralisation des zugefügten Alkalis schien zum 
Zweck der Elimination der gebildeten fettsauren Salze geboten. 
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Die Tabelle zeigt in deutlicher Weise den ausschlaggebenden 
Einfluß des Alkalis bei der Lecithidgewinnung. Während selbst 
nach vier Wochen langem Schütteln nur ein geringer Teil (etwa 
15%) des hämolytischen Prinzips in dem Chloroformteil ent- 
halten ist, gelingt es durch die begünstigende Wirkung des Alkalis 
in ziemlich kurzer Zeit, einen quantitativen Übergang des Kobra- 
hämolysins in das Lecithinchloroform zu erzielen. 

Es stellte sich nun heraus, daß die saure Reaktion im Ver- 
laufe des Ausschüttelungsprozesses erheblich zunahm, und um den 
ganzen Prozeß auf ein Minimum von Zeit einzuschränken, wurde 
in der Weise verfahren, daß das durchgeschüttelte Gemisch von 
Kobragift- und Lecithinchloroformlösung sofort zur Hälfte neutra- 
lisiert wurde, dann zwei Stunden geschüttelt, wiederum die Aci- 
dität festgestellt, zur Hälfte neutralisiert, zwei Stunden lang ge- 
schüttelt und eine Wiederholung dieses Vorgangs so lange erfolgte, 
bis eine Zunahme der Acidität nicht mehr zu beobachten war. 
Die Darstellung des kompletten Kobralecithids gestaltete sich dem- 
nach folgendermaßen: 


400 ccm 0,öproz. Kobragiftlösung werden mit 400 ccm 20proz. Lecithin- 
Chloroformlösung durchgeschüttelt. Von der Emulsion werden 5 ccm ent- 
nommen und die Acidität dieser Probe durch Titrieren mit !/,,-normal- 
Natronlauge festgestellt.!) Es wurden 3,5 cem Man. NaOH benötigt. Zu 
gesamten Emulsion werden 28 ccm n. NaOH zugefügt, entsprechend der 
Hälfte der zur vollständigen Neutralisation notwendigen Menge. Nach 
weiteren zwei Stunden langem Schütteln entsprach die Acidität von 5 com 
der Emulsion: 2,6 ccm Men. NaOH, daher Zufügen von 21 ccm n. NaOH 
(1⁄2 neutralisiert), zwei Stunden lang schütteln, Acidität (5ccm)=1,8 ccm 
Lech, NaOH, Lë Neutralisation durch 15ccm n. NaOH, zwei Stunden 
schütteln, Acidität (5 ccm)=1,2ccm Man NaOH, 1% Neutralisation durch 
IO ccm n. NaOH, zwei Stunden schütteln, Acidität (5 cem) = 1,2 ccm 
Lech, NaOH, % Neutralisation durch 10Occm n. NaOH, zwei Stunden 
schütteln. Die nunmehr festgestellte Acidität (für 5 ccm) beträgt 0,6 ccm 
1/io-02. NaOH, hat also nicht mehr zugenommen. Es wird daher die der 
Gesamtmenge der eingeführten Natronlauge äquivalente Menge Salz- 
säure = 84ccm n. HCl zugefügt und noch einmal zwei Stunden ge- 
schüttelt. Am nächsten Morgen wird die Emulsion zentrifugiert und die 
hämolytische Wirksamkeit der wässerigen und Chloroformschicht bestimmt 
(s. Tabelle 2). 








1) Zur Titration diente das Gemisch: 5 ccm Emulsion +5 ccm Amyl- 
alkohol +10 cem Äthylalkohol +3 Tropfen gesättigter Phenolphthalein- 
lösung. 


Über die Lecithide des Schlangengiftes. 105 
Tabelle 2. 









Hämolyse von 1 ccm 5proz. Ziegenblut durch: 


Mengen , a | b) l c) 
der die wässerige Schicht die Gelee aatres Kobr 
Lösungen |. (0,05 proz.) *) (0,005 proz.) ') gift (0,005 proz.) 
ccm 1. 2. 1. 2. + 0,1 ccm 
obne 0,1 ccm O,lproz| ohne ‚lccm O,lproz. 0,1proz. Leci- 
Lecithin | 


Lecithin Lecithin Lecithin thin 





1,0 | m | SE 
0,75 | = | 

0,5 n š e | e 
0,35 t n | n j n 
0.25 | E Tr 
0.15 | à | o | a 

0,1 0 i | S | x 
0,075 ilo > | 

0,05 | stark dark fast komplett 
0,035 mäßig mäßig mäßig 
0,025 Spur Spur Spur 
0,015 | Spürchen Spürchen Spürchen 
0,01 0 0 0 


Wie die Tabelle zeigt, ist also der Prozeß vollständig gelungen. 
Es befinden sich annähernd 100%, des hämolytischen Prinzips 
als kompletes, durch Lecithin nicht verstärkbares Kobralecithid 
im Chloroform, während der wässerige Teil seine hämolytische 
Wirkung bis auf Spuren eingebüßt hat. 

Der Chloroformteil (380 ccm) wird nun wiederholt (sechsmal) 
mit Natriumsulfat von Wasser befreit und sodann das Lecithid 
in bekannter Weise durch 10 Vol. Äther aus dem Chloroform ge- 
fällt. Zur vollständigen Fällung blieb das Gemisch drei Tage 
lang bei —12° stehen. Der weiße Niederschlag wurde noch sechs- 
mal mit Äther gewaschen und im Vakuum drei Tage lang über 
Phosphorsäureanhydrid, Schwefelsäure und Paraffin getrocknet. 
Es resultierten 12,4 g einer noch wachsartigen Masse. Das so 
gewonnene Präparat, das den von mir früher beschriebenen ent- 
spricht, wurde dann zur weiteren Reinigung von anhaftendem 
Lecithin in 124 cem Äthylalkohol (=10%,) gelöst und bei —12° 
mit 10 Vol. Äther gefällt. Der Niederschlag wurde abzentri- 


1) Die Konzentration der Lösungen ist in bezug auf das ursprüngliche 
Kobragift berechnet. 
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fugiert, mit Äther gewaschen und zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Das derart rein gewonnene Präparat, dessen Gewicht 10,6 g betrug, 
ist schneeweiß und zeigt nicht mehr im geringsten die wachsartige 
Konsistenz des Lecithins. Daß es ein komplettes, durch Lecithin 
nicht mehr verstärkbares Lecithid darstellt, ergibt sich ohne 
weiteres aus der Prüfung der hämolytischen Wirkung mit und 
ohne Lecithinzusatz, über welche die folgende Tabelle 3 Auskunft 
gibt. Die Konzentration der Lecithidlösung ist so berechnet, 
daß sie einer 0,005 proz. Lösung von nativem Kobragift entspricht. 


Tabelle 3. 
| Hämolyse von Leem 5 proz. Ziegenblut durch: 
Kobralecithid a) b) 
ccm Kobralecithid + 0,1 cem 


Kobralecithid allein 





0,1 proz. Lecithin 


1,0 komplett komplett 
0.75 n n 

0,5 | n ” 
0,35 | e e 
0,25 | stark stark 
0,15 wenig | wenig 
0.1 Spur Spur 
0.075 | Spürchen i 0 
0,05 | 0 | 0 


Die Tabelle zeigt also, daß die hämolytische Wirkung dieses 
reinen Lecithidpräparates durch Lecithin nicht im geringsten 
mehr zu verstärken ist. Die Reinheit des Präparates zeigt sich 
schon an seiner äußeren Beschaffenheit, die es von der wachs- 
artigen Konsistenz des Lecithins differenziert. Vom Leeithin, 
wie auch vom Kobragift unterscheidet es sich ferner ebenso, wie 
das bereits früher dargestellte Präparat, durch die Löslichkeits- 
verhältnisse, wie folgende Tabelle zeigt. 











Tabelle 4. 

8 Lösungsmittel Lecithid Lecithin | Kobragift 
Wasser bei 30° löslich unlöslich löslich 
Benzol löslich löslich unlöslich 
Toluol » e n 
Chloroform 5 S a 
Aceton unlöslich unlöslich = 
Ather be löslich S 
Petroläther e d š 
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Indes ist das nach dem beschriebenen Verfahren dargestellte 
Kobralecithid durch seine absolute Reinheit und Konstanz den 
früher von mir gewonnenen Lecithidpräparaten bei weitem über- 
legen. Die Ursache der Differenz ist darin gelegen, daß bei dem 
früher geübten Vorgehen, das in der Fällung des Kobralecithids 
aus der Chloroformlösung durch Äther bestand, neben dem Lecithid 
auch lecithinartige Beimengungen mehr oder weniger mitgerissen 
wurden. Da Lecithin selbst ätherlöslich ist, wird man wohl mit 
Recht in diesen ätherunlöslichen Stoffen Hydrate des Lecithins 
vermuten dürfen. Dafür spricht der Umstand, daß sich das sorg- 
fältige Trocknen der Chloroformschicht durch Natriumsulfat vor 
der Ätherfällung in hohem Maße zweckmäßig erwiesen hat. Durch 
nochmaliges Lösen des Niederschlages in Alkohol und Ausfällen 
mit Äther wird eine weitere erhebliche Reinigung erzielt. Offenbar 
werden die fraglichen Stoffe aus alkoholischer Lösung nicht mit- 
gefällt, wie sich ja auch Lecithin selbst, je nachdem es in Chloro- 
form oder Alkohol gelöst ist, bei der Acetonfällung verschieden 
verhält. 

Durch die erwähnten Maßnahmen (Trocknen des Chloroforms 
und Lösen des ersten Ätherniederschlags, der sorgfältig getrocknet 
wird, in Alkohol) gelingt es aber, ein Präparat in so reinem Zu- 
stande zu erhalten, daß es der chemischen Analyse zugänglich ist!). 
Die chemische Untersuchung hat Herr Prof. Willstätter in lie- 
benswürdiger Weise ausgeführt und über die höchst interessanten 
Ergebnisse bereits in der unter seiner Leitung entstandenen Dis- 
sertation von Lüdecke?) berichtet. Es zeigte sich zunächst, daß 
das Lecithid ein einheitliches und daher analysenreines Präparat 
ist. Die Elementaranalyse für Stickstoff und Phosphor ergab 
folgende Werte: 

a) 0,2935 g=7,25 ccm Stickstoff 

0,3018 g =0,0625 g Mo PO. 
N=2,73%; P=5,76%. 
b) 0,1994 g=4,99 ccm Stickstoff 
0,1859 g=0,0403 g Mg,P,O, 
N=2,8%; P=6,03%. 
1) Erwähnt sei auch, daß es keine Biuretreaktion gibt. 


2) K. Lüdecke, Zur Kenntnis der Glycerinphosphorsäure und des 
Lecithins. Inaug.-Dis. München 1905. 
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Eine weitere Analyse einer anderen Darstellung verdanken 
wir Herrn Dr. von Braun; sie hatte folgendes Ergebnis: 


0,1619 g=3,89 cem Stickstoff 

0,5118 g=0,1045 g Mg,P,O, 
N=2,84%; P=5,56% 
Wasserstoff =10,92% 
Kohlenstoff =59,07%. 


Die gefundenen Werte für Stickstoff und Phosphor ent- 
sprechen also den von Willstätter und Lüdecke ermittelten 
und weisen eine große Übereinstimmung auf mit Lecithin, von 
dem ein Fettsäurerest abgespalten ist. So berichtet Lüdecke 
für Monostearinlecithin: 

N=2,59%; P=5,73%, 
für Monopalmitinleecithin: 
N=2,74%; P=6,06%. 


Es ist also dadurch der wichtige Nachweis erbracht, daß bei der 
Lecithidbildung ein Fettsäurerest aus dem Lecithin abgespalten 
wird, wie es uns von vornherein auf Grund der bei dem Ausschütte- 
lungsverfahren erfolgenden beträchtlichen Aciditätssteigerung 
wahrscheinlich erschien. In Übereinstimmung damit steht, daß 
Lüdecke in dem Äther, mit dem das Lecithid gefällt war, die ab- 
gespaltenen Fettsäuren nachweisen konnte, ‚die zum Teil aus mehr- 
fach ungesättigten Säuren bestanden, wie die Bestimmung der Jod- 
zahl ergab, die bedeutend höher als die derÖlsäure gefunden wurde“. 

Durch die Tatsache, daß in dem Kobralecithid durch die 
chemische Analyse nicht mehr Lecithin als solches nachzuweisen 
ist, daß vielmehr ein Fettsäurerest des Lecithins sicher fehlt, ist 
Vermutungen, wie sie von Arrhenius und Noguchi einerseits, 
von Bredig andererseits geäußert wurden, jede Berechtigung ent- 
zogen. Es kann sich bei der zwischen Kobragift und Lecithin ab- 
spielenden Reaktion in der Tat weder um einen reversiblen Prozeß, 
noch um einfache Adsorptions- oder Umhüllungserscheinungen, 
wie sie bei den Kolloiden vorkommen, handeln. In beiden Fällen 
müßte man erwarten, die leicht zu ermittelnden Analysenwerte 
des Lecithins auch im Endprodukt wiederzufinden, was eben nicht 
der Fall ist. Das Lecithin ist nicht mehr unversehrt im Kobra- 
lecithid enthalten, sondern hat eine chemische Spaltung erfahren. 
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Mit etwas mehr Berechtigung kann man die Frage disku- 
tieren, ob das Kobralecithid ein synthetisches Produkt aus einem 
Kobragiftbestandteil und dem Lecithin darstellt, oder ob es als 
alleiniger Abkömmling des Lecithins, etwa durch eine fettspaltende 
Wirkung des Kobragiftes entstanden, darstellt. Auf Grund der 
chemischen Elementaranalyse läßt sich vorläufig zwischen diesen 
beiden Anschauungen nicht entscheiden. Denn der Gehalt des 
fertigen Kobralecithids an Bestandteilen des Kobragifts ist sicher- 
lich gegenüber der Lecithinkomponente so gering, daß er für die 
Analyse nicht in Betracht käme, wie dies auch Lüdecke bereits 
hervorgehoben hat. Dagegen scheinen mir doch eine Reihe von 
Umständen für den bereits früher von mir vertretenen Stand- 
punkt zu sprechen, daß es sich bei der Lecithidbildung um eine 
Synthese handelt, und zwar nach den neuen Ergebnissen um eine 
Synthese des Kobraamboceptors mit einer großen Menge von 
Monostearylresten des Lecithins. Die Gründe, welche für diese 
Anschauung mit aller Evidenz sprechen, sind zunächst in der 
hohen Giftigkeit des Lecithids gelegen, die wir bei den Toxinen 
anzutreffen gewohnt sind, die aber bei einem einfachen Mono- 
stearyllecithin kaum zu verstehen wäre. Ferner wird — und 
darauf möchte ich unter den Beweisen biologischer Art den Haupt- 
wert legen — durch Immunisierung mit dem Kobralecithid ein 
Antikörper gewonnen, der nicht nur auf das Lecithid, sondern 
auch auf das native Kobragift antihämolytisch wirkt. Und schon 
die Möglichkeit der Antikörpererzeugung zeigt, daß das Lecithid 
ein echtes Toxin ist, also ebensowohl einen Abkömmling des 
Kobragiftes wie des Lecithins darstellen muß. 

Von physikalisch-chemischer Seite hat unsere Auffassung 
ferner eine erhebliche Stütze erfahren durch die Bestimmung des 
Molekulargewichts, für deren gütige Ausführung wir Herrn Prof. 
Biltz in Clausthal zu größtem Danke verpflichtet sind. Es hat 
sich ergeben, daß die Molekulargröße des Kobralecithids in Chloro- 
form zwischen 2000 und 3000 gelegen ist!), während dem Mono- 


1) Die Molekulargewichtsbestimmung in Phenol ergab einen abnorm 
niedrigen Wert (329—344), der nach den freundlichen Mitteilungen von Prof. 
Biltz wohl durch eine Spaltung des Lecithids durch Phenol verursacht ist, 
zumal alle Eigenschaften des Lecithids, besonders die Neigung, in Lösungen 
zu schäumen und in gewissen Lösungsmitteln (Wasser und Benzol) typisch 
kolloidale Lösungen zu bilden, auf ein hohes Molekulargewicht hinweisen. 
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stearyllecithin nach Willstätter ein Molekulargewicht von 541 
zukommt. Daraus ergibt sich, daß in dem Lecithidmolekül 
mehrere Monostearyllecithine vereinigt sein müssen, und das ent- 
spricht der Vorstellung, daß der Kobraamboceptor eine Reihe von 
lecithinophilen Gruppen besitzt, die alle mit dem Monostearyl- 
lecithin reagieren können. | 


Von größtem Interesse mußte nun die Frage erscheinen, wie 
die Lecithidbildung vor sich geht, wenn die angewandte Lecithin- 
menge verringert wird. Zu diesem Zwecke wurde das Gewichts- 
verhältnis von Kobragift und Lecithin derart gewählt, daß 1g 
Kobragift 2g Lecithin entsprach. 1proz. Lösungen von Kobragift 
in Wasser wurden mit 10 proz. Lösungen von Lecithin in Chloroform 
nach dem bei der Darstellung des kompletten Lecithids erörterten 
Verfahren geschüttelt, bis die Acidität des Gemisches nicht mehr 
zunahm. Örientierende Versuche zeigten, daß das Hämolysin 
lediglich in der wässerigen Schicht vorhanden war und darin bei 
Zusatz einer hinreichenden Lecithinmenge nachgewiesen werden 
konnte, daß dagegen der Chloroformteil der hämolytischen Wirk- 
samkeit entbehrte. Eine große Schwierigkeit bestand aber darin, 
daß eine vollständige Trennung der äußerst zähen Emulsion auch 
bei langem Zentrifugieren nicht gelang. Erst nach mühseligen 
Vorversuchen gelang es, über diese Klippe hinwegzukommen. 
Schließlich erwies sich ein reichlicher Zusatz von Äther und Alkohol 
zu der Schüttelemulsion als einfaches Mittel, um die wässerige 
Schicht von dem nunmehr durch Äther und Alkohol stark ver- 
dünnten und dadurch spezifisch leichter gewordenen Chloroform- 
teil sich spontan abscheiden zu lassen. Der Gang des Verfahrens 
gestaltete sich danach folgendermaßen: 

Es wurden geschüttelt 1570 ccm l1proz. Kobragift + 315 ccm 10 proz. 
Lecithinchloroform. Nach Beendigung des Schüttelungsprozesses, zu dem 
68 ccm n. NaOH erforderlich gewesen waren, wurden 68ccm n. HCl zu- 
gefügt. Die gesamte Emulsionsmenge betrug jetzt 1993 ccm (rund: 2000 ccm). 
Die zuzusetzenden ‚Äther- und Alkoholmengen betragen 1 Teil Äther und 
A, Teile Alkohol. Es wurden also 2000 ccm Äther und 800 ccm Alkohol 
hinzugefügt, das resultierende Gemisch stark durchgeschüttelt und im 
Scheidetrichter über Nacht sich selbst überlassen. Am nächsten Tage hat 
sich unten die wässerige Schicht von dem Äther-Alkohol-Chloroformteil 
scharf abgesetzt. In der wässerigen Schicht ist gleichzeitig ein Niederschlag 
entstanden, der abzentrifugiert wird. Der Abguß wurde nun bei —12° 
aufbewahrt, wobei eine weitere flockige Fällung eintrat, die sich bei Zimmer- 
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temperatur löste. Nach nochmaligem Zentrifugieren und nochmaligem mehr- 
tägigem Stehenlassen bei —12° erfolgte eine weitere Fällung, die sich gut 
absetzte, so daß die Flüssigkeit abgehoben werden konnte. Der Rest wurde 
durch Abfiltrieren vom Niederschlag befreit und der gesammelte Abguß 
einerseits, die vereinigten Niederschläge andererseits gesondert verarbeitet. 


Was zunächst das Sediment anlangt, so wurde es wiederholt 
mit reichlichen Mengen 30proz. Alkohols bei —12° gewaschen, nach- 
dem Vorversuche gezeigt hatten, daß es sich dabei nicht löst. 
Das durch Zentrifugieren erhaltene Sediment wurde auf einem 
Tonteller ausgestrichen und im Vakuum über Schwefelsäure ge- 
trocknet. Es wurden 3,35 g erhalten. Die Substanz, die wir Sub- 
stanz I nennen wollen, reagiert, in Wasser aufgeschwemmt, schwach 
sauer, löst sich bei Zusatz von etwas Alkali oder Säure in der 
Wärme vollständig, ohne sich beim Abkühlen wieder abzuscheiden. 
Die klare, schwach alkalische Lösung gibt Biuretreaktion und 
eine Anzahl Eiweißfällungsreaktionen: Ferrocyankalium-Essig- 
säure, Salpetersäure, Gerbsäure, Pikrinsäure. Bei Zusatz einer 
alkoholischen Chlorcadmiumlösung fällt ein voluminöser Nieder- 
schlag aus. Die Prüfung auf hämolytische Wirkung ergab folgen- 
des Resultat: 


Tabelle 5. 


Leem 5proz. Ziegenblut 








Mengen Substanz I (0,01 proz. Lösung) Natives Kobragift 


+ 0,1 ccm 0,1 proz.| (0:01 proz.) + 0,1 cem 


ohne Leeithin Leeithin 0,1 proz. Lecithin 








komplett komplett komplett 

0,5 mäßig S a 
0.25 Spur = S 
0,15 0 e 
0,1 0 ý e 
0,05 0 e a 
0,025 0 fast komplett 5 
0.015 0 stark j 
0,01 d — 5 
0,005 d — a 
0,0025 0 — fast komplett 
0.0015 0 — stark 
0,001 d — mäßig 

0 d d d 
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Die Tabelle zeigt, daß die hämolytische Wirkung der Sub- 
stanz I durch Lecithin zwanzigfach verstärkt wird, aber auch dann 
nur La so stark ist wie diejenige des nativen Kobragifts. Be- 
rücksichtigt man ferner, daß die Menge der erhaltenen Substanz I 
nur 3,35 g beträgt gegenüber 15,7 g des benutzten Kobragiftes, so 
ergibt sich, daß die gewonnene Substanz I nur den 47. Teil des 
ursprünglich vorhandenen Kobrahämolysins enthält. Die Haupt- 
menge des Hämolysins durfte also in dem Abguß angenommen 
werden, und die Analyse des letzteren bestätigte diese Erwartung. 

Die hämolytische Wirksamkeit des Abgusses zeigt die fol- 
gende Tabelle 6: 


Tabelle 6. 





1 ccm 5proz. Ziegenblut 


Mengen Abguß (0,01 proz.)') Natives Kobragift 


+ 0,1 cem 0,1 proz.| (0,01 proz.) + 0,1 ccm 
Lecithin | 0,1 proz. Lecithin 





ohne Lecithin 




















1,0 komplett komplett komplett 
0,75 n n n 
0,5 D ” n 
0,35 j e o 
0,25 fast komplett o e 
0,15 Spur x e 
0,1 0 ” n» 
0,05 0 2 S 
0,035 0 S e 
0,025 0 e s 
0,015 0 o S 
0,01 0 e e 
0,0075 0 n e 
0,006 0 5 j 
0,005 0 fast komplett fast komplett 
0,0035 0 stark stark 
0,0025 0 mäßig mäßig 
0,0015 0 wenig wenig 
0,001 0 Spur Spur 
0 0 0 0 


1) Die Gesamtmenge des Abgusses betrug etwa 2000 ccm. Da also 
gegenüber der ursprünglich 1570 ccm betragenden Kobragiftlösung eine Ver- 
dünnung von */, eingetreten war, wurde die weitere im Verhältnis von 1:7 
(8fach) dargestellte Verdünnung als einer 0,1 proz. Kobragiftlösung ent- 
sprechend angesehen. 
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Die Tabelle zeigt, daß die hämolytische Wirkung des Ab- 
gusses durch Lecithin 58fach verstärkt werden konnte, dann aber 
durchaus der ursprünglichen Kobragiftlösung entsprach, so daß 
das hämolytische Prinzip annähernd quantitativ im Abguß ent- 
halten ist. Die weitere Verarbeitung des letzteren gestaltete sich 
folgendermaßen: Es zeigte sich, daß man aus dem Abguß durch 
Zusatz von Phenol ein dickflüssiges bräunlichgelbes, ölartiges 
Sediment abscheiden kann, indem das hämolytische Prinzip in 
konzentriertem Zustande enthalten ist. Es handelt sich um eine 
eigentümliche Phase, in welcher das Sediment ein Gemenge von 
Phenol und Bestandteilen des Kobragiftes und Lecithins enthält. 
Durch Vorversuche wurde festgestellt, daß die Abscheidung dann 
am besten erfolgt, wenn die Flüssigkeit, mit dem halben Volumen 
proz. Phenollösung versetzt, bei der Temperatur des schmelzen- 
den Eises gehalten wird. 

900 ccm der Flüssigkeit werden mit 450 ccm 5proz. Phenollösung grond. 
lich durchgeschüttelt und im hohen schmalen Trichter mit unten ange- 
brachtem Abflußrohr in Eis gestellt. Am nächsten Tage wird das unten 
angesammelte Öl abgelassen. Es wurden 14 ccm erhalten, die nach Zugabe 
von LO eem Alkohol klar zentrifugiert werden. Es wird nunmehr mit 
Alkohol auf 200 ccm aufgefüllt. Von der erhaltenen Mischung wurde sofort 
lccm entnommen und mit 35ccm physiologischer Kochsalzlösung ver- 
dünnt. Da die Flüssigkeit vor der Phenolfällung im Verhältnis zur Aus- 
gangsgiftlösung bereits °/«fach verdünnt und die durch das Auffüllen des 
Öls auf 200 ccm erhaltene Flüssigkeitsmenge wiederum den zur Phenol- 
fällung verwandten 900 ccm entspricht, so resultiert also eine Verdünnung 
von 3:-3-36=10, wenn man auf die ursprüngliche Kobragiftlösung berechnet. 
Die hergestellte Verdünnung müßte also, wenn die hämolytische Wirkung 
quantitativ erhalten ist, ebenso wirksam sein, wie eine 0,lproz. Lösung von 
nativem Kobragift. Die Bestimmung des hämolytischen Wertes zeigt die 
folgende Tabelle 7: 





Tabelle 7. 
Leem 5proz. Ziegenblut 
Mengen +0,1 cem O,lproz. Lecithin 
0,1 proz. Ölverdünnung | 0,1 proz. Kobragift 

0,0001 komplett | komplett 
0,000075 stark 5 
0,00005 mäßig = 
0,000035 e r 
0,000025 e Stark 
0,000015 wenig mäßig 
0,00001 Spur r 


0 0 0 
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Die Tabelle zeigt, daß die durch Phenolfällung erhaltene 
ölige Schicht nur etwa 1⁄4 des involvierten hämolytischen Bestand- 
teils des Kobragiftes repräsentierte. Es war also bei dem Prozeß 
entweder ein nicht unbeträchtlicher Giftanteil zerstört worden 
oder der Ausfällung entgangen. Jedenfalls genügte aber die er- 
haltene Menge zur weiteren Analyse, zumal aus einer weiteren 
Verarbeitung, bei der 620 ccm Flüssigkeit mit Phenol gefällt 
wurden, noch 12 ccm des öligen Absatzes erhalten wurden. Das 
hämolytische Prinzip kann nun aus der öligen Flüssigkeit durch 
Alkohol ausgefällt werden. Wenn die ölige Flüssigkeit mit zirka 
15 Vol. Alkohol bei —12° digeriert wird, entsteht ein Niederschlag, 
der sich leicht abzentrifugieren läßt und durch Waschen mit 
Alkohol gereinigt wird. Die auf diese Weise erhaltene und im 
Vakuum getrocknete Substanz II wog 0,5l4g. Die hämolytische 
Wirksamkeit dieser Substanz II wurde mit einer O,lproz. Lösung 
derselben ermittelt (s. folgende Tabelle). 





Tabelle 8. 
i © lcm 5proz. Ziegenblut SEH 
Mengen Substanz II (0,1proz. Lösung) 
ccm en FÜ a 0,1l proz. natives 
ins Latin a ea Kobragift 


Lecithin 





0,025 komplett 

0,01 komplett 

0,005 

0,0025 

0,001 0 

0,0005 

0,00025 stark 

0,0001 mäßig 

0,00005 wenig 

0,000025 mäßig n 

0,00001 $ Spürchen 
0 d n 


Die Tabelle zeigt zunächst, das es sich bei Substanz II um 
ein Präparat handelt, daß an und für sich auch in sehr großen 
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Dosen nicht hämolytisch wirkt, von Lecithinbeimengungen also 
annähernd vollständig befreit sein muß. Dagegen weist die Sub- 
stanz II bei hinreichendem Lecithinzusatz eine hämolytische Kraft 
auf, welche diejenige des nativen Kobragiftes um das Zehnfache 
übertrifft. Trotzdem ist in der Gesamtmenge von 0,514 g dem- 
nach nur etwa der dritte Teil der hämolytischen Wirksamkeit, 
welche der Menge des als Ausgangsmaterial dienenden Kobra- 
giftes entspricht, enthalten. 

Aus dem nach der Fällung der Ölschicht durch Alkohol ver- 
bleibenden Abguß wurde nun durch Fällen mit Äther eine weitere 
Substanz III erhalten. Das durch Äther erzielte Sediment 
stellte eine voluminöse gelatinöse Masse dar, die in Wasser 
gelöst wurde. Die wässerige Lösung wurde mit Äther gründlich 
durchgeschüttelt, im Scheidetrichter abgetrennt und im Vakuum 
getrocknet. Es wurde so eine lamellöse, hellgelb-bräunlich ge- 
färbte Substanz (Substanz III) erhalten, deren Gewicht 2,3 g be- 
trug. Die hämolytische Wirkung dieser Substanz III ist in 
folgender Tabelle 9 notiert. 


Tabelle 9. 


1 ccm 5proz. Ziegenblut 


Natives Kobragift 
(0,1 proz.) + 0,1 ccm 
0,1 proz. Lecithin 


Mengen Substanz III (0,1 proz. Lösung) 
ccm a a EE 






0,1 ccm 0,1 proz. 


ohne Lecithin me Ae | Lecithin 


1.0 komplett 


komplett ` komplett komplett 

0,5 n n a 
D l a | H n 
0.05 wenig 5 e 
0,01 d | j s 
0,005 0 | ge E 
0,001 0 | 5 a 
0.00075 0 | i | g 
0,0005 0 mäßig stark 
0,00035 d 5 e 
0.00025 0 wenig mäßig 
0,00015 0 5 S 
0,0001 0 = = 

0 0 0 0 





Wie die Tabelle zeigt, wird die hämolytische Wirkung der 
Substanz III durch Lecithinzusatz 133fach verstärkt und ent- 
Biochemische Zeitschrift Band IV. 9 
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spricht dann ungefähr der hämolytischen Kraft des nativen Kobra- 
giftes. Die erhaltenen 2,3 g entsprechen also an hämolytischer 
Wirkung 2,3g Kobragift. Da nun die Kobragiftmenge, aus 
welcher Substanz III gewonnen ist, 11,8 g beträgt, so ist in Sub- 
stanz III nur etwa !/, des hämolytischen Prinzips enthalten, und 
es kann daher angenommen werden, daß bei dem Prozeß der 
Phenolfällung ein nicht unbeträchtlicher Teil des Hämolysins 
zerstört wird oder auf irgend eine Weise dem Nachweis entgeht. 

Endlich wurde noch eine Substanz IV aus zirka 2000 ccm 
der nach der Abscheidung des öligen Sediments verbleibenden 
phenolhaltigen Flüssigkeit gewonnen. Die Flüssigkeit wurde 
durch Destillieren im Vakuum bei 50° stark eingeengt und mit 
viel Alkohol versetzt. Der ausfallende Niederschlag wurde ab- 
zentrifugiert. Er ist leicht wasserlöslich; die wässerige Lösung 
gibt Biuretreaktion. Durch nochmaliges Fällen und wiederholtes 
Waschen mit Alkohol wurde ein Sediment erhalten, dessen Ge- 
wicht 2,7 g betrug!). 

Wenn wir nunmehr den ganzen Darstellungsprozeß noch ein- 
mal kurz resümieren, so ergeben sich vier Präparate: 

l. Substanz I (3,35 g) ist der spontan entstehende Nieder- 
schlag, der sich bei der Separierung des Chloroforms von der 
wässerigen Schicht in letzterer bildet; die Substanz enthält nur 
La des wirksamen Hämolysins. 

2. Substanz II (0,514 g), erhalten durch Fällung der wässe- 
rigen Schicht mit Phenol und Fällung des öligen Sedimentes 
durch Alkohol. Die Substanz wirkt an und für sich nicht hämo- 
lytisch, ist aber bei Zusatz von Lecithin zehnmal so wirksam 
wie das native Kobragift. Sie enthält LG der gesamten Hämolysin- 
menge. 

3. Substanz III (2,3g), erhalten durch Ätherfällung aus 
dem nach der Alkoholfällung (Substanz II) verbleibenden Abguß. 
Die Substanz ist ebenso stark wirksam wie natives Kobragift und 
enthält 14. der Giftmenge. 

4. Substanz IV (2,7g), erhalten durch Alkoholfällung aus 
dem nach der Phenolfällung (Substanz II) erhaltenen Abguß. 


1) In dem nach der Alkoholfällung erhaltenen Abguß trat nach Zusatz 
von Chlorcadmium eine Fällung ein. Das Gewicht des mit Alkohol ge- 
waschenen und getrockneten Sediments betrug 0,4 g. 
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Für die Deutung der erhaltenen Resultate erwies sich nun 
die chemische Analyse!) von ausschlaggebender Bedeutung. Ich 
lasse daher die Ergebnisse der Elementaranalyse folgen: 


Substanz I: 
0,2205 g = 0,4553 g CO, + 0,1874g H,O 
0,2213 g = 0,4564 g CO, + 0,1889 g H,O 
0,2493 g = 0,5138 g CO, + 0,2097 g H,O 
0,6358 g = 0,0355 g BaSO, 
0,6800 g = 0,0772 g Mg,P,O, 
0,4501 g = 0,0512 g Mg,P,O, 
O,1lilg=6ccm N bei 3° u. 728 mm 
0,3398 g = 0,0316g Asche (durch Glühen mit CuO erhalten). 


Es berechnen sich mithin: 


C = 56,26% 
H = 9,48% 
S= 7,66% 
P= 3,16% 
N = 6,35% 


Asche = 9,29%. 


Substanz II. Wegen des geringfügigen Materials konnte 
nur die Phosphorbestimmung ausgeführt werden. Es ergab sich: 
0,430 g = 0,0081 g Mg,P,0.. Es berechnet sich also der 
Phosphorgehalt = 0,52%. 

Substanz III. 
0,8166 g = 0,0617 g Mg,P,O, 
0,5696 g = 0,0429 g Mg,P,O, 
Phosphorgehalt = 2,1%. 


Substanz IV. 
0,1822 g = 0,3042 g CO, + 0,1068 g H,O 
0,1028 g = 0,1724g CO, + 0,0614g H,O 
0,6293 g = 0,0172 g Mg,P,O, 


H = 6,55%, Asche = ca. 7,2%, 
P == 0,76%. 


1) Die nachfolgenden Analysen sind von Herrn Dr. H. Weilin München 
in sehr sorgfältiger Weise ausgeführt. 
9% 
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Beim Vergleich der Analysen ist besonders der verschiedene 
Phosphorgehalt bemerkenswert, der in folgender Tabelle no- 
tiert ist: 


Tabelle 10. 
Substanz Phosphorgehalt 

I 3,16% 

II 0,52% 

II 2,11 % 

IV 0,76% 
Komplettes Lecithid 5,78% 
Monostearyllecithin 5,73%. 


Es konnte nun nachgewiesen werden, daß bei dem beschrie- 
benen Vefahren, ebenso wie bei der Gewinnung des kompletten 
Lecithids, ein Fettsäurerest abgespalten wird. In dem nach der 
ersten Abscheidung der wässerigen Schicht verbleibenden Äther- 
Alkohol-Chloroformteil wurde nämlich die Acidität festgestellt. 
Dieselbe betrug 36,4 cem n. NaOH. Berechnet man den Säure- 
gehalt auf Stearinsäure (Molekulargewicht: 284), so ergeben sich 
10,34 g Stearinsäure. Nun berechnet sich der Fettsäuregehalt 
des Lecithins zu 69,8%, zur Verwendung gelangten 31,5 g Lecithin, 
die gesamte enthaltene Fettsäure beträgt also 21,98 g. Diese Be- 
rechnung zeigt mithih, daß fast genau die Hälfte der Fettsäure 
abgespalten ist. Das zurückbleibende Monostearyllecithin ver- 
teilt sich aber auf die einzelnen gewonnenen Präparate sehr un- 
gleichmäßig. Berechnet man den Gehalt an Monostearyllecithin 
aus dem in der vorigen Tabelle notierten Phosphorgehalt, so er- 
gibt sich: 


Tabelle 11. 
Substanz Monostearyllecithin 
I 55,15% 
11 9,07% 
II 36,63% 
IV 13,26% 
Komplettes Lecithid ca. 100% 
Monostearyllecithin 100%. 


Bei der Übersicht ist besonders auffallend, daß Substanz II, 
welche die größte hämolytische Wirksamkeit besitzt, den ge- 
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ringsten Gehalt an Monostearyllecithin aufweist. Die Phosphor- 
bestimmung ergab einen so geringfügigen Phosphorgehalt, daß 
es überhaupt zweifelhaft erscheint, ob derselbe noch auf eine 
Lecithinverbindung zurückzuführen oder vielmehr als der Aus- 
druck von verunreinigenden Bestandteilen aufzufassen ist. Es 
hat in der Tat den Anschein, als ob Substanz II das reine native 
Kobrahämolysin in konzentrierter Form enthielte!). Substanz III, 
die aus der Mutterlauge von Substanz II gewonnen wurde, ent- 
hält demgegenüber etwa viermal so viel Monostearyllecithin, ist 
‚aber zehnmal weniger wirksam als Substanz II. Was endlich 
Substanz I anlangt, so finden wir hier den höchsten Monostearyl- 
lecithingehalt mit der weitaus geringsten hämolytischen Wirkung 
verbunden. Es zeigt sich also im allgemeinen die Gesetzmäßig- 
keit, daß mit steigender hämolytischer Wirksamkeit der Mono- 
stearyllecithingehalt abnimmt. Man wird daher zu der Annahme 
geleitet, daß im Kobragift neben dem eigentlichen Hämolysin 
noch eine Reihe anderer lecithidbildender Stoffe vorhanden sind, 
denen sogar eine größere Verwandtschaft zum Lecithin zukommt, 
als dem hämolytischen Amboceptor. Wenn daher zu dem Aus- 
schüttelungsprozeß nur relativ wenig Lecithin verwandt wird, so 
werden naturgemäß zunächst die nicht hämolytischen Stoffe zur 
Lecithidbildung herangezogen werden, und erst, wenn noch ein 
Lecithinüberschuß bleibt, wird dieser mit dem eigentlichen hämo- 
lytischen Gift in Reaktion treten können. 


1) Ein der Substanz II ganz analoges Präparat wurde übrigens auch 
auf andere Weise erhalten. Nachdem Kobragiftlösung und Leeithin- 
chloroform bis zur Aciditätskonstanz, wie oben beschrieben, geschüttelt 
waren, wurde ein Teil der wässerigen Schicht, die das gesamte Hämolysin 
enthielt, durch Zentrifugieren gewonnen. Durch Lösen von reichlichen 
Mengen Ammonsulfat in der wässerigen Schicht und Schütteln derselben 
mit Chloroform gelang es, das hämolytische Prinzip quantitativ in das 
Chloroform überzuführen. Es handelt sich offenbar um einen den be- 
kannten Aussalzungsprozessen analogen Vorgang. Aus dem Chloroform 
wird das Hämolysin mit Alkohol gefällt. Dieses Präparat hatte die gleichen 
biologischen Eigenschaften wie Substanz II, und es muß daher ebenso 
dahingestellt bleiben, ob es sich überhaupt um ein Lecithid oder nicht vielmehr 
um die native hämolytische Giftkomponente handelt. Mit letzterer Annahme 
stünde zwar zunächst die Löslichkeit in Chloroform anscheinendim Wider- 
spruch. Man könnte sich aber vorstellen, daß das Kobrahämolysin durch 
gleichzeitig anwesende nicht hämolytische Lecithide im Chloroform in Lösung 
gehalten wird, während es im Alkohol im Gegensatz zu letzteren ausfällt. 
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Wenn dem aber so ist, dann müssen wir auch unsere An- 
schauung über das komplette Lecithid ein wenig modifizieren. Das 
komplette Lecithid wird ja dadurch gewonnen, daß Kobragift mit 
einer sehr großen Lecithinmenge behandelt wird. Unter diesen 
Verhältnissen werden sich auch zunächst die nicht hämolytischen 
Lecithide bilden. Es bleibt aber noch genügend Lecithin übrig, 
um auch mit dem eigentlichen Kobraamboceptor zu reagieren und 
zu dem hämolytisch wirksamen kompletten Lecithid zu führen. 
Von diesem Gesichtspunkte aus betrachtet, stellt aber das kom- 
plette Lecithid ein Gemisch von Lecithiden dar, unter denen das 
wirksame Prinzip wahrscheinlich einen an Menge ziemlich be- 
scheidenen Platz einnimmt. So erklärt sich in einfachster Weise 
das hohe Gewicht des erhaltenen kompletten Lecithidpräparates. 
Wenn aus nur 2,0g Kobragift 10,6g Lecithid erhalten wurden, 
wobei noch zu berücksichtigen ist, daß ja nur ein geringer Teil 
des Kobragiftes in Reaktion tritt, so sind eben in dieser Gewichts- 
menge eine Reihe verschiedener Lecithide enthalten, darunter 
auch das hämolytische Lecithid. Die einheitliche chemische Ana- 
lyse steht damit in keinem Widerspruch. Denn alle kompletten 
Lecithide entsprechen chemisch dem Monostearyllecithin, und die 
aus den Giftlösungen stammenden Komponenten sind eben gegen- 
über dem Lecithinrest in so geringfügiger Menge vorhanden, daß 
sie der chemischen Analyse nicht zugänglich sind. 

Damit soll nun aber nicht etwa gesagt sein, daß sich ein 
Molekül des Kobraamboceptors stets mit einem Molekül Lecithin 
verbindet. Wir sind im Gegenteil der Ansicht, daß beim kompletten 
Lecithid der Kobraamboceptor eine Vielheit von Monostearyl- 
lecithinresten gebunden hat. Wir stützen uns dabei insbesondere 
auf ein Lecithidpräparat, das durch Verwendung von etwas mehr 
Lecithin erhalten wurde. Dieses Präparat unterschied sich von 
dem kompletten Lecithid chemisch durch die Unlöslichkeit in 
Alkohol, biologisch dadurch, daß es an und für sich nicht, sondern 
erst nach Zusatz von Lecithin hämolytisch wirkte. Überein- 
stimmung zeigte es aber mit dem kompletten Lecithid in seinem 
Verhalten zum Antivenin. Ich habe in einer früheren Arbeit!) 
bereits beschrieben, daß das komplette Lecithid mit dem Anti- 


1) P. Kyes, Kobragift und Antitoxin. Berl. klin. Wochenschr. 1904, 
Nr. 19. 
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venin, dem von Calmette dargestellten antitoxischen Serum 
des Schlangengiftes, nicht reagiert. Durch die Lecithidbildung 
wird die Affinität des Kobragiftes zum Antitoxin dermaßen herab- 
gesetzt, daß eine Neutralisation nicht mehr zu erreichen ist. Das 
erwähnte Präparat wurde nun gleichfalls in seiner hämolytischen 
Wirkung durch das Antivenin nicht gehemmt, während die oben 
beschriebene Substanz II in gleicher Weise wie das native Kobra- 
gift durch das Antivenin beeinflußt wurde. Folgende Tabelle 
zeigt diese Verhältnisse: 


Tabelle 12. 





| _ Hämolyse von 1 ccm 5proz. Ziegenblut durch: 














4i i a) b) c) 
Mengen des , 
Antivenin | 3 lösende Dosen e wen nn 3 lösende Dosen 
Sub II nicht neutralisier- ti Kobravift 
ccm ubstanz uhi natives Kobragi 
bares Lecithid 
+ 0,1 ccm 0,1 proz. 4+ 0.1 cem 0.1 proz + 0,1 cem 0,1 proz. 
Lecithid Due Lecithin 
0,05 0 d 
0,025 0 d 
0,015 0 d 
0,01 Spur komplett Spur 
0,005 SC komplett 
0 | 


| n 


Wir dürften daher nicht fehlgehen, wenn wir annehmen, daß 
das erörterte Lecithidpräparat ein inkomplettes Lecithid darstellt, 
d. h. ein Lecithid, welches genügend Monostearyllecithin enthält, 
um die Funktion, mit dem Antivenin zu reagieren, nicht mehr 
ausüben zu können, aber nicht genug, um bereits an und für sich 
die volle hämolytische Wirkung zu entfalten. Es ergibt sich also, 
daß ein gewisser Grad der Lecithinbesetzung genügt, um die 
Reaktionsfähigkeit gegenüber dem Antivenin aufzuheben. 

Fassen wir nun zum Schluß die mitgeteilten Untersuchungen 
zusammen, so ergibt sich aus ihnen mit Übereinstimmung, daß 
es sich bei der Bildung der Schlangengiftlecithide um einen syn- 
thetischen Prozeß handelt. Die Auffassung, daß es sich um einen 
den reversiblen Reaktionen analogen Vorgang handelt, kann 
ebensowenig aufrecht erhalten werden, wie diejenige, welche die 
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sich abspielenden Reaktionen in das Reich der Adsorptions- oder 
Umhüllungserscheinungen verweisen will. Denn die chemische 
Analyse hat eben gezeigt, daß das Lecithin nicht mehr als solches, 
sondern als Monofettsäurelecithin in dem wirksamen Produkt 
enthalten ist. Und die Möglichkeit, daß es sich um ein alleiniges 
Derivat des Lecithins handelt, wird außer durch die angeführte 
gewichtigen Gründe auch durch die Darstellung des zuletzt er- 
wähnten inkompletten Lecithidpräparates ausgeschlossen. Wir 
müssen also bei der Synthese von Kobraamboceptor und Lecithin 
vier verschiedene Typen der Reaktionsprodukte unterscheiden: 

L die kompletten Lecithide, alkohollöslich, durch Lecithin 
nicht verstärkbar und dem Antivenin gegenüber nicht reaktions- 


fähig!). Sie stellen ein Gemisch von Lecithiden dar, von denen 


das eine das hämolytische Prinzip ist; 

2. inkomplette Lecithide, alkoholunlöslich, durch Antivenin 
nicht neutralisierbar, aber verstärkbar durch Lecithin; 

3. inkomplette Lecithide, welche eine mehr oder weniger 
starke oder auch gar keine hämolytische Wirkung bei Lecithin- 
zusatz besitzen (Substanz I, III, IV); 

4. das gereinigte hämolytische Prinzip (Substanz II), das 
vielleicht den nativen Kobraamboceptor darstellt, vielleicht aber 
auch ein extremes inkomplettes Lecithid, durch Lecithin ver- 


1) Es sei an dieser Stelle auf die enge Analogie hingewiesen, welche 
zwischen dem Verhalten der von mir dargestellten Lecithide und den jüngst 
von Bang und Forssmann (Hofmeisters Beiträge 1906) aus den roten 
Blutkörperchen durch Äther extrahierten Stoffen besteht. Bang und 
Forssmann haben aus roten Blutkörperchen Ätherextrakte erhalten, die 
zwar immunisierend, aber nicht hämolysinbindend wirkten. Sollten diese 
Befunde sich als zu Recht bestehend erweisen, so würden sie in der Tat den 
von mir ermittelten Tatsachen nahe verwandt sein. Das Lecithid des 
Kobragiftes weist gleichfalls die Löslichkeitsverhältnisse der Lipoide auf 
und hat dabei einerseits die antigene Eigenschaft der echten Toxine, wie 
ich an anderer Stelle (Berliner klin. Wochenschr. 1904, Nr. 19) berichtet habe, 
bewahrt, andererseits die antitoxinbindende Funktion eingebüßt. Dagegen 
wird der Antikörper, der durch Lecithidimmunisierung gewonnen ist, vom 
Kobralecithid gebunden. Er ist dabei identisch mit dem Antikörper des 
nativen Kobragiftes und unterscheidet sich von letzterem nur durch eine 
höhere Avidität. Das Fehlen der antitoxinbindenden Gruppe im Lecithid 
ist also nur ein scheinbares, und es liegt daher kein Grund vor, eine antigene 
und neutralisierende Gruppe zu differenzieren, wie dies Bang und Forss- 
mann bei den von ihnen erhobenen völlig analogen Befunden getan haben. 
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stärkbar, alkoholunlöslich und neutralisierbar durch das Anti- 
venin. 

Die Lecithidbildung ist auch in physiologisch-toxikologischer 
Hinsicht von einem besonderen Interesse. Die Umwandlung des 
Kobraamboceptors in ein fettlösliches Lecithid legt es nahe, daß 
vielleicht manche neurotrope Gifte, die an und für sich gar nicht 
im Nervenmark löslich sind, im Organismus durch Komplettierung 
mit gewissen Lipoiden (Lecithin, Cholesterin usw.) einen lipoid- 
artigen Charakter annehmen und dadurch erst zum neurotropen 
Gift werden. Und die Existenz inkompletter Lecithide zeigt 
weiter, daß dazu gar kein so großer Lipoidvorrat im Organismus 
notwendig sein würde, daß vielmehr eine geringe Menge Fett- 
komplement (Lecithin) bereits genügt, um einem eiweißartigen 
Körper die Löslichkeitsverhältnisse eines Lipoids zu verleihen. 

Weiterhin liefert die Gewinnung von Lecithidpräparaten, die 
nur einen geringen Anteil von Monostearyllecithinresten ent- 
halten, die Möglichkeit, über die chemische Zusammensetzung 
der aus dem Schlangengifte stammenden Komponente einigen 
Aufschluß zu erhalten, was beim kompletten Lecithid wegen des 
überwiegenden Lecithingehaltes nicht tunlich ist. Es ist auch 
zu hoffen, dann weiter durch die Analyse der aus solchen unge- 
sättigten Lecithiden und dem Antivenin resultierenden Verbin- 
dung vielleicht in die chemische Eigenart des Antitoxins etwas 
näher eindringen zu können. Leider ist es uns bei der schwierigen 
Beschaffung der erforderlichen Materialien vorläufig nicht ver- 
gönnt, zur Lösung dieser Aufgabe beizutragen. Aber wir dürfen 
wohl an alle Fachgenossen die Bitte richten, uns die Bearbeitung 
dieses Schlußteils zu reservieren. 


Das Lecithin des Knochenmarks.') 


Von 
S. W. Otolski.?) 


(Aus der Chemischen Abteilung des Kaiserlichen Instituts für Experi- 
mental-Medizin zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 4. April 1907.) 


Das Interesse am Lecithin erklärt sich nicht nur durch seine 
weite Verbreitung im Pflanzen- und Tierreiche, sondern auch, 
und zwar hauptsächlich, durch seine physikalischen und chemischen 
Eigenschaften, gleichwie durch seine physiologische und biologische 
Bedeutung. Die komplizierte Zusammensetzung des Lecithins 
und der Umstand, daß die am Aufbau des Lecithins beteilig- 
ten Komplexe leicht reagierende ungesättigte Verbindungen 
darstellen, ferner die Tatsache, daß die das Lecithin bildenden 
Elemente zu den beständigen Bestandteilen einer jeden Zelle ge- 
hören, lassen das Lecithin in die Gruppe von Körpern einreihen, 
deren Aufgabe es ist, eine bedeutende Rolle in der Reihe der 
Lebensprozesse zu spielen. K yes (l) ist es z. B. gelungen, das 
allgemein biologisch wichtige Verhalten des Lecithins bei der 
Hämolyse und die Bedeutung des Lecithins als Aktivator für 
Schlangengift festzustellen. — Von den Arbeiten, welche die phy- 
siologische Wirkung des Lecithins behandeln, muß man vor allem 
die Schriften von B. und A. Danilews k y (2) hervorheben, durch 
deren Forschung sowohl die Wirkung des Lecithins auf die Assimi- 
lation der Nährstoffe, als auch die stimulierende Wirkung des 
Lecithins in bezug auf die Entwicklung und die Vermehrung der 
Zellelemente, hauptsächlich des Zellkernes, aufgeklärt wurde. 
Durch weitere Arbeiten von B. Danilewsky (3) wurde der 


1) Vgl. die Mitteilung von W. Glikin: „Über den Lecithingehalt des 
Knochenmarks bei Tieren und beim Menschen“ in dieser Zeitschr. 4. 243. 
Die Redaktion. 
2) Nach der Dissertation in russischer Sprache, welche Ende 1906 er- 
schienen ist. 
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Einfluß des Lecithins auf die Bestandteile des Hämoglobins und 
auch auf die Erhöhung der Anzahl der roten Blutkörperchen im 
Tierorganismus erwiesen. In Verbindung damit wurde in dersel- 
ben Richtung die Wirkung des Knochenmarkes als eines blut- 
bildenden Organes untersucht, wobei es sich erwies, daß das rote 
Knochenmark von jungen Tieren im obengenannten Sinne wirkt, 
das gelbe Knochenmark alter Tiere jedoch diese Fähigkeit nicht 
besitzt. 

Fraser (4) beobachtete die begünstigende (wohltuende) Wir- 
kung in der eben genannten Hinsicht von Extrakten des Knochen- 
markes an Kranken, die an perniziöser Anämie litten. 

In Anbetracht dieser Beobachtungen über die Wirkung des 
Knochenmarkes fragt es sich vor allem, ob und in welchen Mengen 
Lecithin im Knochenmarke enthalten ist. Die Frage jedoch über 
die Anwesenheit von Lecithin im Knochenmarke ist bis jetzt noch 
nicht untersucht worden; deshalb wurde mir auch von der hoch- 
verehrten Frau N. O. Sieber vorgeschlagen, diese Lücke auszu- 
füllen, und ich habe unter ihrer Leitung mich mit der Bearbeitung 
dieser Frage beschäftigt. 

Die Frage, ob Lecithin im Knochenmarke vorkommt, ist 
in vieler Hinsicht interessant und von Belang. Dem Knochen- 
mark wird, wie bekannt, eine blutbildende Funktion zugeschrieben, 
und deshalb ist es von Interesse, aufzuklären, wieweit das Knochen- 
mark als Quelle für die Versorgung der sich neubildenden Blut- 
körperchen mit Lecithin dienen kann. Zur Lösung dieser Frage 
ist es unbedingt nötig, im Knochenmarke vor allem den Gehalt 
an Lecithin in verschiedenen Altersstufen zu vergleichen, sodann 
auch einerseits im roten und andererseits im gelben Knochenmark. 
Interessant wäre es auch, aufzuklären, ob nicht im Knochenmark 
eine Synthese des Lecithins stattfindet. Um aber an die Lösung 
aller dieser Fragen heranzutreten, war es vor allem nötig, eine 
Methodik der Gewinnung des Lecithins aus dem Knochenmarke 
auszuarbeiten, und das war auch meine erste Aufgabe. Vor kur- 
zem diente, in der Mehrzahl der Arbeiten, als Grundlage für die 
Bestimmung, ob Lecithin in dem einen oder anderen Substrate 
sich befindet, die Bestimmung des organischen Phosphors, den man 
als in vollem Umfange als dem Lecithin angehörig betrachtete. 
Später begann man vor allem zuzulassen, daß es Lecithine geben 
könne, die verschiedene Mengen von Phosphor enthalten. Diese 
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Voraussetzung erwies sich als um so mehr berechtigt, als der Ge- 
halt an Phosphor in Distearyl-, Dipalmityl- und Dioleyl-Lecithin 
nicht gleich ist. Stoklasa (5) z. B. war der erste, der pflanz- 
liches Lecithin mit 4,23%, Phosphor fand, Schulze und Frank- 
furt (6) fanden Lecithin mit 2,23%, Bergell (7) mit 3,1—3,3%,, 
Koch (8) mit 2,1—2,3%,. Später kam man auf den Gedanken, 
daß diese phosphorhaltigen Stoffe dem Lecithin nur nahestehen 
und es begleiten, jedoch nicht das Lecithin selbst vorstellen. 
Koch (9) schlug sehr rationell vor, diesen Stoffen einen anderen 
Namen zu geben, sie z. B. Lecithinate zu benennen, den Namen 
Lecithin jedoch nur für das Lecithin des Eigelbes beizubehalten. 
Thudichums (10) umfangreiche Monographie ‚Über das Ge- 
hirn des Menschen und der Tiere“, welche voll Bitterkeit ist, 
enthält zu gleicher Zeit großes Untersuchungsmaterial. Der 
Autor war bestrebt, eine ganze Reihe von phosphorhaltigen Stoffen, 
die gleichzeitig mit Lecithin im Gehirne vorhanden sind, zu iso- 
lieren. Thudichum schlug vor, die phosphorhaltigen Stoffe, die 
dem Lecithin nahestehen, Phosphatide zu nennen, welche in 
Mono- und Diphosphatide geteilt werden. — Wie bekannt, zer- 
legen Alkalien das Lecithin in seine Komponenten sehr energisch, 
Säuren dagegen viel langsamer. Bei der Erwärmung des Lecithins 
mit Barytwasser zerfällt es in Glycerinphosphorsäure, Cholin und 
Fettsäuren. Ebenso wird ein Zerfall des Lecithins beim Fäulnis- 
prozeß beobachtet, wobei der Zersetzungsvorgang bei der Fäulnis 
noch weiter geht, nämlich bis zur Bildung von Methylamin, 
Ammoniak, Kohlensäure und Methan (Hasebrock [11]). Bei der 
Verbrennung hinterläßt das Lecithin phosphorhaltige Kohle. Es 
ist ebenfalls bekannt, daß sich Lecithin mit Basen und Säuren 
verbindet. 

Thudichum (12) erhielt kristallinisches salzsaures Lecithin. 
Nach Koch (13) fällen weder die Salze der einwertigen Kationen 
Na, K, NH#, Li, Ag noch der dreiwertigen Fe’”, Al, Au die kolloi- 
dalen Lösungen des Lecithins selbst in konzentrierten Lösungen 
nicht; eine Ausnahme bildet nur H. Gut dissoziierte Säuren, wie 
SO,H,, welche bei einer bestimmten Konzentration gelatine- 
ähnliche Niederschläge von Lecithin geben. Die Salze der zwei- 
wertigen Katione, nämlich Mg, Ca, Sr, Ba, Ca, Ni, Fe”, Zn, Cd 
und Pb bewirken Niederschläge von Lecithin, wobei dieser gela- 
tineähnliche Niederschlag allmählich zu Boden sinkt. Hier wird 
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die Fällung durch einen physikalischen und .nicht durch einen 
chemischen Prozeß bedingt. Durch die Wirkung von Chlor- 
cadmium erhält man kristallinisches Cd-Lecithinat, das eine Ver- 
bindung von drei Teilen Lecithin und vier Teilen Chlorcadmium 
vorstellt (Ulpiani [14]). Diese Verbindung ist in Benzol löslich, 
besonders in warmen. Aus heißem Alkohol kann Cd-Lecithinat 
umkristallisiert werden (Thudichum [15]). Mit Platinchlorid 
gibt Lecithin eine Doppelverbindung, die in Alkohol unlöslich, 
in Äther aber löslich ist. Lecithin verbindet sich mit Eiweiß- 
stoffen (Lecitalbumine) (Liebermann [16]), mit Kohlehydraten 
und Alkaloiden; wenigstens werden solche seinen Verbindungen in 
verschiedenen Organen vorausgesetzt. Lecithin dreht die Pola- 
risationsebene nach rechts, ebenso wie seine Cd-Verbindung 
(Ulpiani [17]. Das Drehen der Polarisationsfläche beim Leci- 
thin erklärt sich durch die Lage der Säureradikale. Außer einer 
rechtsdrehenden und linksdrehenden gibt es noch eine razemische 
inaktive Form desselben (P. Mayer [18]. Der Entdecker des 
Lecithins war Gobley [19]). Die Formel des Lecithins ist durch 
Diakonow (20) und darauf durch die Arbeiten von Strecker 
(21) festgestellt worden. 

Durch Hoppe-Seyler (22) und Diakonow (23) war eine 
der ersten Gewinnungsmethoden des Lecithins ausgearbeitet wor- 
den. Diakonow (24) extrahierte Eidotter durch Äther und dar- 
auf durch Spiritus bei 40—45° C, ließ den Alkohol verdunsten, 
löste den Rückstand in Spiritus wieder auf und ließ letzteren 
wieder verdunsten. Diakonow (25) erhielt das Lecithin ebenfalls 
aus der alkoholischen Extraktion durch Abkühlung, wobei er da- 
rauf hinweist, daß bei der Abkühlung nur Distearyllecithin sich 
abscheidet. 

Altmann (26) schlug eine Reinigung des Lecithins durch 
Auflösen desselben in Chloroform und Ausfällen durch Aceton vor. 

Gilson (27) weist darauf hin, daß man Lecithin aus Eidottern 
durch Extraktion derselben durch Äther bis zu einer leichten 
Färbung des letzteren darstellen kann; nach Eindampfen des 
Äthers, muß der Rückstand in Petroleumäther gelöst, darauf mit 
75%, Alkohol gemischt, die Alkoholextraktion abgesondert und 
der Rest des Petroleumäthers abgedampft werden. Darauf wird 
die Alkohollösung durch Kochen mit Tierkohle gereinigt und 
dann der Alkohol durch Eindampfen bis zu einer sirupartigen 


128 S. W. Otolski: 


Konsistenz entfernt. Der sirupartige Rest wird mit Äther extra- 
hiert, der Äther durch Verdunsten entfernt, der Rückstand in 
einem möglichst kleinen Quantum Alkohol aufgelöst, aus welchem 
das Lecithin durch Abkühlung bis —5 bis —10° C ausgefällt 
wird. 

Zuelzer (28) fällt die Ätherextraktion durch Aceton, wäscht 
den Rest mit Aceton aus und löst ihn darauf wieder in einer nicht 
großen Menge Äther, fügt ein mehrfaches Quantum absoluten 
Alkohols hinzu, filtriert die Mischung und fällt sie zuletzt mit 
Aceton. 

Stoklasa (29), Schulze und Winterstein (30) erhielten 
Lecithin aus Pflanzensamen durch Extrahieren mit kochendem 
Spiritus, dampften darauf die Alkoholextrakte bei 50° C ein und 
lösten den Rest in wasserhaltigem Äther, wuschen die Äther- 
extraktion mit Wasser aus und gewannen schließlich durch Ver- 
dampfen des Äthers das Lecithin. 

Koch (31) gewann Lecithin aus Gehirn durch vorhergegange- 
nes Kochen desselben mit Aceton und darauf durch Extrahieren 
mit Äther und fügte Alkohol hinzu, um einige darin lösliche Ver- 
bindungen dadurch zu entfernen. 

Thudichum (32) erhielt Lecithin, indem er es in die 
Cadmiumverbindung überführte; letztere extrahierte er, um sie 
zu reinigen, mit Ätherdämpfen und darauf mit Benzoldämpfen 
und aus der Benzolextraktion fällte er das Cd-Lecithinat durch 
Hinzufügung von Alkohol. 

Bergell (33) stellte ebenso Lecithin aus Eidottern durch 
Extrahieren mit Spiritus, Ausfällen der Spirituslösung durch eine 
Chlorcadmiumlösung, Auswaschen des erhaltenen Cd-Lecithinats 
mit Äther, Zerlegung des letzteren durch eine Lösung von kohlen- 
saurem Ammonium und durch Abscheidung des Lecithins aus der 
Alkohollösung durch Abkühlung dar. 

Das Messaciusche Verfahren, das Slowzoff (34) anwandte, 
besteht darin, daß bei 60° C ausgetrocknete Eidotter im Soxhlet- 
schen Apparate durch Aceton extrahiert werden. Im Kolben sam- 
melt sich ein Gemenge von Äther, Lecithin und Aceton an. Wenn 
die Extraktion beendet ist, wird die Flüssigkeit bis zu !/, oder !/, 
ihres Volumens eingedampft und der Rest in einen Scheidetrichter 
gegossen. Unten am Trichter sammelt sich eine dickflüssige ölige 
Flüssigkeit an, die zum größten Teil aus Lecithin besteht. Wenn 
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man diese ölige Schicht in reines Aceton ablaufen läßt, erhält man 
Lecithin in Form von Körnern. 

Endlich kann man Lecithin aus Eidottern auf folgende Weise 
darstellen: die vom Eiweiß getrennten Eidotter werden mit Aceton 
extrahiert, bis zur Entfärbung des letzteren, der Rest wird ge- 
trocknet, mit Chloroform extrahiert, und nach Entfernung des 
Chloroforms wird Lecithin als Rückstand erhalten. 

Fast alle oben angeführten Methoden wurden zur Darstellung 
des Lecithins aus Knochenmark angewandt, jedoch hat keine von 
ihnen sich als vollkommen zweckentsprechend erwiesen, und so 
sah ich mich genötigt, mir ein spezielles Verfahren zusammenzu- 
kombinieren. 


Untersuchung des Knochenmarks. 


Bei der Darstellung des Lecithins aus dem Knochenmark 
war es vor allem nötig, das Knochenmark selbst auf seinen Phos- 
phorgehalt, als Hauptbestandteil des Lecithins, hin zu unter- 
suchen. Das Knochenmark für die Untersuchungen wurde aus 
den Röhrenknochen des Pferdes genommen, nämlich aus dem 
Femur und der Tibia. Ich analysierte auf ihren Phosphorgehalt 
fünf verschiedene Proben von Knochenmark, davon waren drei von 
normalen und zwei von gegen Diphtherie immunisierten Pferden 
genommen. Zu allererst wurden sie bis zum konstanten Gewichte 
getrocknet und daraufhin darin N und P bestimmt. 


A. Weißes Knochenmark vom normalen Pferde. 

Zur Bestimmung der Feuchtigkeit wurden 3,506 g feuchter 
Substanz genommen. Der Wasserverlust entsprach = 3,265 g 
= 91,12% H,O. Nach dem Trocknen ließ sich das Knochenmark 
gut pulvern. 

P-Bestimmung: 0,3906 g trockner Substanz wurden mit Soda 
und Salpeter verascht. Daraus 0,4142 g MoO,P,O, = 0,00714 g P 
oder 1,82%, P erhalten nach der Methode 

N-Bestimmung nach Kjeldal: 0,2636 g getrockneter 
Substanz wurden nach Kjeldal verbrannt. Zur Neutralisation 
19,75 ccm H,SO, gebraucht. 

l ccm der Säure = 0,00138857 g N entspricht = 0,028 g N 
oder 10,4%, N gefunden. 

Das Verhältnis von P:N=1:5,7. 
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B. Rotes Knochenmark vom normalen Pferde. 

H,O - Bestim mung: 5,832 g Substanz bis zum konstanten 
Gewichte getrocknet, verloren dabei 2,9996 g oder 51,43%, Wasser. 
Nach dem Trocknen sah das Knochenmark salbenartig aus. 

P - Bestimmung: 1,2020 g trockner Substanz nach Ver- 
brennen mit Soda und Salpeter ergaben 0,485 g MoO, - P,O, 
= 0,008356 g = 0,69% P. 

N - Bestimmung: 0,2204 g trockner Substanz für die N- 
Bestimmung verbraucht, verlangten 8,3 ccm H,SO, = 0,011525 g 
oder 5,23% N. 

Das Verhältnis von P:N=1:7,5. 


C. Rotes Knochenmark vom gegen Diphtherie immunisierten Pferde. 
Nach dem Trocknen sah das Knochenmark halbfester Salbe 

ähnlich. 5,2062 g Substanz verloren beim Trocknen bis zum kon- 

stanten Gewichte 1,6148 g = 31,01% H,O. | 

P - Bestimmung: 0,8648 g trockner Substanz gaben nach 
Veraschen mit Soda und Salpeter und Ausfällen mit Molybdän- 
mischung 0,543 MoO, - P,O, = 0,0935589 g = 1,08 % P. 

N - Bestimmung: 0,1018 g trockner Substanz für die Stick- 
stoff-Bestimmung verbraucht, verlangten zum Neutralisieren 
2,1 ccm H,SO, = 0,002916997 g = 2,86% N. 

Das Verhältnis von P:N=1:2,$. 


D. Weißes Knochenmark vom gegen Diphtherie immunisierten Pferde. 

Behielt nach dem Trocknen ganz flüssige Konsistenz. 
4,5924 g verloren beim Trocknen bis zum konstanten Gewichte 
0,5448 g = 11,21% H,O. 

P-Bestimmung: 0,6688 g trockner Substanz gaben 
0,0034 MoO,P,O, = 0,000058582 g = 0,0088% P. 

N - Bestimmung: 0,959 g trockner Substanz für die Stick- 
stoff-Bestimmung verlangten 1,6ccm H,SO, = 0,002221 g oder 
0,23% N. 

Das Verhältnis von P:N = 1 : 29,5. 


E. Rotes und weißes Knochenmark vom normalen Pferde. 

5,2758 g Substanz verloren beim Trocknen bis zum konstan- 
ten Gewichte 0,4886 g oder 9,24%, H,O. Ihre Konsistenz war 
die einer halbtrocknen Salbe. 
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P-Bestimmung: 0,759 g trockner Substanz gaben 0,0612 
Mo0,P,O, = 0,001055 g = 0,14% P. 

N - Bestimmung: 0,606 g trockner Substanz für die Stick- 
stoff-Bestimmung verlangten 4,0 ccm H ‚SO, = 0,00556 g = 0,91% N. 

0,759 g trockner Substanz gaben 0,00949 g BaSO, 

= 0,000190847 g S = 0,025% 8. 

Das Verhältnis von P:N = 1: 6,5. 


Ich suchte für die Analyse möglichst gleiche Stücke Mark 
nach dem äußeren Aussehen zu wählen; nach dem Trocknen 
wurde das Mark in einem Mörser zu einer gleichförmigen Masse 
zerrieben. Nichtsdestoweniger ist das Verhältnis der erhaltenen 
Zahlen ein durchaus nicht gleichmäßig konstantes. Um einen 
Vergleich der Resultate zu erleichtern, habe ich sie in folgender 
Tabelle zusammengefaßt. 


Verhältnis 





Die Schwankungen im Phosphorgehalte im untersuchten 
Knochenmarke sind so bedeutend, daß es unmöglich ist, aus dem 
Prozentgehalte des Phosphors irgend welche bestimmte Schlußfol- 
gerungen zu ziehen. Nur das unterliegt keinem Zweifel, daB Phosphor 
im Knochenmarke enthalten ist; weitere Versuche aber müssen uns 
zeigen, ein wie großer Teil des vorhandenen Phosphors sich in 
organischen Verbindungen befindet, und speziell wie viel davon 
dem Lecithin angehört. 


Gewinnung des Lecithins aus Knochenmark. 

Lecithin aus Knochenmark herzustellen ist wegen des reichen 
Fettgehaltes nicht leicht. Ich habe 39 verschiedene Proben von 
Pferdeknochenmark bearbeitet und verschiedene oben angeführte 
Verfahren eingeschlagen, nämlich die von Hoppe -Seyler und 
Diakonow, Altmann, Gilson, Zuelzer, Koch, Bergell, 
Thudiechum, doch waren die Resultate im allgemeinen unbe- 
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friedigend. Der Phosphorgehalt, den ich in den durch die oben- 
genannten Methoden erhaltenen Präparaten erhielt, überstieg nicht 
0,81%. Eine wiederholte Bearbeitung dieser Präparate, die eine 
Reinigung derselben bezweckte, ergab auch keine befriedigenden 
Resultate. Mit besonderer Aufmerksamkeit widmete ich mich der 
Gewinnung des Lecithins nach Bergell, in der Hoffnung, durch 
dieses Verfahren reine Präparate zu erhalten. Über die Hälfte 
dieser Präparate wurde nach dieser Methode bearbeitet, doch 
zu guter Letzt kam ich zu der Überzeugung, daß das Bergellsche 
Verfahren für die Gewinnung des Lecithins aus dem Knochen- 
marke nicht anwendbar ist. Im Knochenmarke ist wenig Leci- 
thin enthalten. Wenn man zur verdünnten Extraktion eine 
Chlorcadmiumlösung hinzufügt, so scheidet sich der Niederschlag 
schlecht ab, ferner ist er von grauer oder selten gelblicher Färbung. 
Darauf ist die Zerlegung der Cd-Verbindung durch kohlensaures 
Ammonium in einer wässerigen Lösung höchst unpraktisch. Es ist 
besser, die Zerlegung so zu führen, wie es Schulze und Winter- 
stein (30) taten: in absolutem Alkohol, unter Hinzufügung von 
kristallinischem, kohlensaurem Ammonium. Mit Recht weisen 
Wintgen und Keller (35) darauf hin, daß das nach Bergell 
erhaltene Lecithin unrein ist und immer mehr Stickstoff enthält 
infolge von Verunreinigung durch kohlensaures Ammonium. Vom 
Chlorcadmium werden überdies auch die anderen Phosphatide ge- 
fällt, wie ee Thudichum früher gezeigt hat, der das Cd-Leci- 
thinat aus dem Gemenge durch kaltes und heißes Benzol ab- 
trennte. Nach der Thudichumschen Vorschrift sind von mir 
acht Markpräparate bearbeitet worden. Die Niederschläge von 
Cq-Lecithin sind zum Teil mit Äther gewaschen, zum Teil un- 
ausgewaschen zur Untersuchung verwendet worden, darauf wurde 
das Cd-Lecithinat aus einer Benzolextraktion durch Ausfällen mit 
Alkohol erhalten (Thudichum); es wurde auch der Rückstand, 
welcher nach vollkommener Extraktion mittels Benzol erhalten 
war, einer Untersuchung unterworfen. Aus diesen Versuchen ist 
zu ersehen, daß in der Tat mit Hilfe von Benzol ein Stoff mit 
einem größeren Gehalte an Phosphor zu erhalten ist, der Gehalt 
an Stickstoff jedoch wenig abnimmt und für Lecithin zu hoch 
bleibt. Bei der Untersuchung des Cd-Lecithinates wurde das Cd 
auf elektrolytischem Wege bestimmt. Die Bestimmung wurde 
nach dem Verfahren von Beilstein und Jawein (36) ausge- 
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führt. Es wird bekannt sein, daß die quantitative Methode der 
elektrolytischen Cd-Bestimmung ganz exakte Resultate gibt. Es 
wurden im Cd-Lecithinat folgende Zahlen für den Cd-Gehalt in 
Proz. erhalten: 14,32%, 14,00%, 14,87%. Diese Zahlen nähern 
sich ziemlich den theoretischen (welche je nach den Säure- 
radikalen im Lecithin 14,25%, 14,30%, 15,05%, sind). Ulpi- 
ani erhielt für sein Cd-Lecithinat aus Eidottern: 14,26%, und 
13,59%, Cd. Strecker erhielt in einem ebensolchen Präparat 
13,07%, 13,14% und 15,20% Cd. Bergell erhielt nur 
12,07% und 12,67% Cd. Alle Forscher bestimmten das Cd im 
Cd-Lecithinat auf chemischem Wege, den auch ich zuerst ein- 
schlug, darauf jedoch wählte ich das elektrolytische Verfahren 
und kann es als eins der zweckentsprechendsten und wirklich ge- 
naue Resultate gebenden Verfahren empfehlen. 

In einem Falle wandte ich bei der Abscheidung des Lecithins 
aus einer Alkoholextraktion des Knochenmarks die Abkühlung 
des Extraktes durch flüssige Luft an. Ich überzeugte mich aber 
im Laufe der Untersuchung, auf Grund des Gehaltes an Phosphor 
und Stickstoff in der durch das Ausfrieren (— 100° C) erhaltenen 
Substanz und in dem trockenen Rückstand aus dem Alkohol- 
extrakt vor und nach dem Ausfrieren, daß durch das Ausfrieren 
nicht Lecithin allein, sondern auch ein Teil von den in der Alkohol- 
extraktion als Beimischungen enthaltenen anderen P-haltigen und 
P-freien Stoffen gefällt werden. Dieses Verfahren kann man nur 
. beim Fällen von verhältnismäßig reinem Lecithin aus der Alkohol- 
lösung einschlagen; in diesem Falle mit gutem Erfolg. Es wurden 
drei Knochenmarkproben auf diese Weise bearbeitet und zwar so, 
daß die Alkoholextraktion bis zum Trocknen in vacuo bei 40 bis 
50° C eingedampft wurde, der Rückstand in Äther gelöst und der 
im Äther gelöste Teil durch Aceton ausgefällt wurde. Hierbei er- 
hielt man Präparate mit 1,83—1,99% P. Doch war auch in diesen 
Präparaten zu viel Stickstoff enthalten, nämlich 4,50%. | 

Bei den letzten Operationen bemerkte ich, daß in dem Falle, 
wenn man zur Alkoholextraktion Äther im Überschuß hinzufügt, 
sich ein Niederschlag abscheidet. Diese Eigenschaft benutzte ich, 
dem Rate der hochverehrten Frau N. O. Sieber folgend, später- 


1) Detaillierte Untersuchungen und Zahlenangaben finden sich in der 
Dissertation in russischer Sprache. 
10* 
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hin und erhielt dadurch bessere Resultate. Daraufhin wurde ein 
Verfahren eingeschlagen, mittels Äther aus dem Alkoholextrakt 
des Knochenmarkes die das Lecithin verunreinigenden Substanzen 
abzutrennen. Ich bearbeitete sieben Markproben auf diese Weise. 
Die zerschnittenen Knochenmarke wurden mit einer fünffachen, 
d. h. einer für eine vollständige Extraktion genügenden Menge 
von 96%, Alkohol, im Laufe von 6 Stunden gekocht. . Nach 
Verlauf von 12 Stunden wurden die abgekühlten Extrakte vom 
Marke abfiltriertt und darauf in vacuo unter einer Glasglocke 
(von 1—2 1 Rauminhalt) bei 40° C bis zum Eintreten einer 
starken Trübung, d. h. bis zu !/,, des Anfangsvolumens, konzen- 
triert. Darauf wurde zu der trüben eingeengten Extraktion 
ein vierfaches Volumen Äther hinzugefügt. Die Einengung des 
Alkoholextraktes wurde, um Äther zu sparen und um mit kleineren 
Mengen von Flüssigkeiten zu arbeiten, vorgenommen. Die trübe 
konzentrierte Extraktion soll man nicht filtrieren, da die Fil- 
tration, wie ich mich überzeugt habe, keinen Einfluß auf die Rein- 
heit des Präparates hat, sondern bloß zu einem Verluste desselben 
führt. Durch eine kleine Menge Äther wird der trübe Extrakt 
durchsichtig und der sirupartige Niederschlag scheidet sich bei 
einem Überschuß von Äther ab. Nach 12—24 Stunden wird die 
alkohol-ätherische Flüssigkeit vom Niederschlage dekantiert und 
filtriert. Den sirupähnlichen Niederschlag darf man weder auf das 
Filter gießen noch mit Äther auswaschen, da dieser Niederschlag 
zum Teil in Äther löslich ist und durch die Hinzufügung zum alko- 
hol-ätherischen Filtrate eine Trübung entsteht. Der Äther wird 
aus dem alkohol-ätherischen Filtrate im Wasserbade abdestilliert 
und darauf der Alkohol in vacuo bei 35—40° C unter einer 
Glasglocke bis zur Trockne verdunstet. Der trockene Rückstand 
wird in einem möglichst geringen Quantum Äther gelöst, doch muß 
man, da der größte Teil des Rückstandes in Äther unlöslich ist, 
auch eine größere Menge Äther für eine völlige Extraktion be- 
nutzen, und das um so mehr, als der unlösliche Rückstand mehrere 
Male mit Äther ausgewaschen werden muß. Durch Dekantation 
erhaltene Lösung wird mit vierfacher Menge Aceton, um völliges 
Ausfällen des Lecithins zu erzielen, versetzt. Die entsprechende 
Menge Aceton muß auf einmal hinzugegossen werden, da im letz- 
teren Falle das Ausfällen des Lecithins schlechter vor sich geht; 
noch besser ist es, die Ätherlösung in ein der Rechnung ent- 
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sprechendes Quantum Aceton einzugießen. Im letzteren Falle wir 
ein flockiger Niederschlag sofort ausgefällt. Nach 12—24 Stunden 
wird der Niederschlag abfiltriert und sorgsam mit Aceton auf dem 
Filter ausgewaschen. Für die Gewinnung von reinem Lecithin ist 
es vollständig genügend, den Niederschlag mit Aceton auf dem Fil- 
ter auszuwaschen; wiederholtes Auflösen desselben in Äther und 
nochmaliges Fällen ist nutzlos und führt nur zu einem Verluste des 
Präparates. Ich versuchte es auch, die Ätherlösung des Knochen- 
marklecithins mit Wasser auszuwaschen, wie es von einigen Autoren 
empfohlen wurde: Stoklasa, Schulze und Winterstein (37), 
doch führte diese Operation nicht zum Ziele, nämlich zur Ent- 
fernung der Stickstoff enthaltenden Stoffe. Wie bekannt, kommt 
im Knochenfett Pyridin vor, und deshalb wurde auf die Anwesen- 
heit des Pyridins im Lecithin geprüft, das aus Knochenmark ge- 
wonnen war. In der Tat, bei dem Aufstellen der Reaktion mit 
Jodmethyl erhält man ein positives Resultat auf Isonitrile. — 
Folglich ist es nicht unmöglich, daß ein Teil des N auf Anwesen- 
heit des Pyridins bezogen werden kann. 

Die Menge des Lecithins aus dem Knochenmarke betrug von 
0,12%, bis 0,14%. In der Meinung, daß ein Teil des Lecithins 
aus der Ätherlösung vom Aceton nicht gefällt wird und in der 
Lösung bleibt, habe ich eine Analyse des trockenen Rückstandes 
des aceton-ätherischen Filtrates vorgenommen. Der trockene Rest, 
den ich durch Eindampfen auf dem Wasserbade erhielt und der 
dem äußeren Ansehen nach an im Handel vorkommende Lecithin- 
präparate erinnert, enthielt jedoch: P = 0,51% und N = 1,09%. 
Zahlen, aus welchen keine bestimmten Schlüsse gezogen werden 
können, doch kann man vermuten, daß der Phosphorgehalt auf 
Lecithin oder auf andere Phosphatide hinweist. Das gefällte Leci- 
thin war vollkommen farblos, doch beim Trocknen und während 
der Aufbewahrung hat es eine braune Färbung angenommen. 
Es wurde zu einem groben Pulver verrieben und so aufbewahrt. 
An der Luft zog es Feuchtigkeit an, sein Geruch war ein ihm zu- 
kommender eigenartiger und unangenehmer. Das Lecithin ließ 
sich gut in warmem Alkohol lösen, doch blieb ein Teil ungelöst, 
vollkommen aber löste es sich in Äther. Die alkoholische Lösung 
wurde auf Polarisationsvermögen, und zwar mit positivem Resul- 
tat untersucht. Die Polarisationsebene wurde nach rechts, näm- 
lich entsprechend [a]p = + 3,63 gedreht. 
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Mit Schwefelsäure und Zucker gab es eine kirschrote Färbung. 
Seine Chloroformlösung gab mit Ammoniak und AgNO,-Lösung 
eine gelbe Färbung, die in eine dunkelrote überging. Seine Alkohol- 
lösung gab mit einer Chlorcadmiumlösung einen Niederschlag. 
Die erhaltene Verbindung des Cd-Lecithinatse hatte das Aussehen 
eines hellgelben Pulvers und enthielt durch Elektrolyse ausge- 
führte Bestimmung = 14,87%, Cd. Im Mittel wurde aus einigen 
Lecithinanalysen folgender Gehalt an Stickstoff und Phosphor 
im Durchschnitte erhalten: 

P = 3,26%, 
N = 2,48%, 
I. 0,0956 g Substanz gaben 0,1812 MoO, - PO, 
= 0,003122076 g = 3,27% P, 
II. 0,1002 g Substanz gaben 0,1898 MoO, - PO, 
= 0,003270259 g = 3,26% P, 
III. 0,1022 g Substanz gaben 0,1930 MoO, - PO, 
= 0,00332539 g = 3,25% P, 
IV. 0,1406 g Substanz gaben 0,2660 MoO, - P,O, 
= 0,0095813 g = 3,26% P. 


I. 0,0838 g Substanz zur N-Analyse verlangten 1,5 ccm H SO, 
zur Neutralisation = 0,002082855 g N oder 2,48% N, 


II. 0,0784 g Substanz, nach Kjeldal verbrannt, verlangten 
1,4 ccm H,SO, zur Neutralisation = 0,001943998 g N oder 
2,48%, N, 

II. 0,0890 g Substanz bei N-Analyse nach Kjeldal verlangten 
1,6 ccm H,SO, zur Neutsalisation = 0,002221712g N oder 
2,49% N, 

IV. 0,1186 g Substanz bei N-Analyse verlangten 2,1 ccm H BO, 
zur Neutralisation = 0,002933994 g N!) oder 2,47% N. 


Die Bestimmung des Phosphors und des Stickstoffes ist an 
verschiedenen Lecithinproben, die aus verschiedenen Stücken 
Knochenmark genommen waren, ausgeführt worden. 

Wie zu ersehen, sind die erhaltenen Zahlen ziemlich nahe den 
theoretischen. 


1) Im letzten Falle ist 1 ccm H,SO, = 0,00139714 g N, in allen vor- 
hergehenden Fällen ist 1 ccm H,SO, = 0,00138857 g N. 
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In Anbetracht dessen, daß man zum Nachweis des Lecithins, 
was hier ja auf der Hand liegt, sich nicht mit dem Nachweise von 
Phosphor und Stickstoff begnügen darf, bestimmte ich in dem 
aus dem Knochenmarke gewonnenen Lecithin: das Cholin, die 
Glycerinphosphorsäure und die Fettsäuren. 

Zu diesem Zwecke wurden gegen 2 g Lecithin genommen, 
welche in warmem Alkohol in einem umfangreichen Kolben auf- 
gelöst wurden, allmählich das Barytwasser bis zur vollständigen 
Verseifung resp. Zerlegung hinzugegossen, worauf die Mischung 
2 Stunden bei häufigem Umrühren auf dem Wasserbade erwärmt 
wurde, der Ätzbarytüberschuß mit Kohlensäure entfernt, darauf 
wieder erwärmt und heiß filtriert; das Filtrat wurde auf die Ab- 
wesenheit des Barytes hin untersucht. Auf dem Filter blieben 
Barytsalze der Fettsäuren zusammen mit kohlensaurem Baryt, 
im Filtrate waren kohlensaures Cholin und das Baryumsalz der 
Glycerinphosphorsäure. Darauf wurde das Filtrat im Wasserbade 
bis zur Trockne eingedampft und der trockene Rückstand in 
Alkohol gelöst; in die Lösung ging Cholin über, das Bariumsalz 
der Glycerinphosphorsäure aber blieb ungelöst, welche abfiltriert 
wurde, in Wasser gelöst und die wässerige Lösung wieder filtriert. 
Auf diese Weise erhielt man nach der Zerlegung des Lecithins: 
auf dem Filter Baryumsalze der Fettsäuren, in der Alkohollösung 
Cholin und in der Wasserlösung das Baryumsalz der Glycerin- 
phosphorsäure. Für den Nachweis von Cholin wurde die Alkohol- 
lösung miteiner alkoholischen Platinchloridlösung gefällt. Nach Ab- 
lauf von 24 Stunden wurde die Flüssigkeit vom Niederschlage durch 
ein Filter dekantiert, der Niederschlag mit Alkohol ausgewaschen, 
der Alkohol wieder dekantiert durch ein Filter und schließlich 
der Niederschlag mit einer neuen Partie Alkohol vermengt, auf 
das Filter gebracht und auf demselben bis zum Verschwinden 
des in Alkohol löslichen Platinsalzes ausgewaschen. Darauf wurde 
der Niederschlag in Wasser aufgelöst, filtriert und das Filtrat in zwei 
Teile geteilt. Der eine Teil wurde auf dem Wasserbade konzen- 
triert, einige Tropfen Alkohol hinzugefügt und dem Kristallisieren 
überlassen. Nach ein paar Tagen bildeten sich schöne, orange- 
farbige, tafelförmige Kristalle. Diese Kristalle wurden mit Alko- 
hol, die größeren regelmäßig gebildeten Kristalle ausgesucht, bei 
100—110° C bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Der Rest 
des Chloroplatinates des Cholins wurde aus Wasser umkristalli- 
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siert. Man erhielt ihn in Form von radial angeordneten Nadeln!) 
in den orangefarbigen, tafelförmigen Kristallen, die bis zum kon- 
stanten Gewichte getrocknet waren und zur Platinbestimmung 
verwendet wurden. 0,094 g Substanz gaben nach Verbrennen 
0,0700 g = 31,91% Pt. 

Die Theorie verlangt 31,63%. Jedenfalls stehen diese Zahlen, 
wie man sieht, sehr nahe zueinander. Aus dem anderen Teile der 
wässerigen Lösung des Chloroplatinates des Cholins wurde salz- 
saures Cholin erhalten. Die Lösung des Chloroplatinates des Cho- 
lins wurde mit zwei Tropfen 25proz. Salzsäure angesäuert, mit- 
tels Schwefelwasserstoff das Platin ausgefällt und das farblose 
Filtrat mit frischgefälltem Silberoxyd vermengt, stark geschüttelt 
und nach einer Stunde vom Niederschlage abfiltriert. Das Filtrat 
mit zwei Tropfen Salzsäure angesäuert und vorsichtig auf dem 
Wasserbade eingedampft, wobei der Geruch von Trimethylamin 
wahrgenommen werden konnte. Der trockene Rest wurde in 
Alkohol gelöst und von den Spuren des in Wasser löslichen Silbers 
abfiltriert. Die Alkohollösung gab die charakteristischen Reak- 
tionen mit POH (orangefarbige Täfelchen und Nadeln), AuCl? 
(gelbe Nadeln). Ferner wurde die Alkohollösung eingedampft und 
der Rest in Wasser gelöst. Die wässerige Lösung reagierte neutral 
und gab Niederschläge mit: 


Phosphormolybdänsäure, 
Phosphorwolframsäure, 
K-Bi-Jodid, 
K-Hg-Jodid, 

J-Jk, 

HgCl%, 


Tannin. 


Durch diese Reaktionen muß man das Cholin für nachgewiesen 
betrachten. 

Ich gehe jetzt zur Bestimmung der Glycerinphosphorsäure 
über. Die wässerige Lösung des Baryumsalzes wurde bis zur 
Trockne eingedampft, ein Teil des trockenen Rückstandes mit 


1) Nach Schulze und Steiger kristallisiert das Chloroplatinat des 
Cholins aus Wasser in Form von Täfelchen, aus Wasser bei starker Er- 


wärmung in Form von Nadeln und aus verdünntem Alkohol in Form von 
Oktaedern. 
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schwefelsaurem Kali verbrannt. Bei der Verbrennung wurde der 
. Geruch nach Akrolein wahrgenommen, was auf die Anwesenheit 
von Glycerin hindeutet; der andere Teil des trookenen Rückstan- 
des des trockenen glycerinsauren Baryums wurde mit Soda und 
Salpeter verbrannt und darin der Phosphor nach dem Molybdän- 
Verfahren nachgewiesen. Durch diese zwei Reaktionen muß man 
die Anwesenheit der Glycerinphosphorsäure für bewiesen halten. 
Um Beweis für die Anwesenheit der Fettsäuren zu erhalten, wurden- 
die Baryumsalze der Fettsäuren durch Salzsäure zerlegt, die ab- 
geschiedenen Fettsäuren in derselben Schale bis zum Schmelzen 
mit Wasser erwärmt, und nachdem sie fest geworden waren, wurden 
sie abfiltriert und auf dem Filter mit heißem Wasser ausgewaschen 
und auf demselben Filter in vacuo ausgetrocknet, schließlich in 
Äther gelöst, filtriert, der Äther abgedampft und die Säure in vacuo 
ausgetrocknet. Andererseits wurde das Lecithin mittels alko- 
holischen Ätznatrons verseift, bis die Alkohollösung, mit Wasser 
versetzt, keine Trübung mehr gab, dann wurde die Lösung in eine 
Schale gegossen und auf dem Wasserbade bis zur Trockne einge- 
dampft, der trockne Rest in Wasser gelöst, filtriert und mit kon- 
zentrierter Salzsäure die Fettsäuren ausgefällt. Nach vollständiger 
Ausscheidung derselben wurden sie auf dem Wasserbade geschmol- 
zen, und nachdem sie wieder erstarrt waren, wurden sie filtriert, 
auf dem Filter mit heißem Wasser ausgewaschen, mit dem Filter 
zusammen in vacuo ausgetrocknet, in Äther gelöst, filtriert, in 
vacuo eingedampft und die Säuren in vacuo ausgetrocknet (Hen- 
riques und Hansen [38)). 

Der Schmelzpunkt der Fettsäuren war 37° C. Die durch Ver- 
seifung mittels des Barytwassers erhaltenen Fettsäuren hatten 
einen charakteristischen Geruch, und ihre Jodzahl betrug 72, 
während die durch Zerlegung des Lecithins durch Ätznatron erhal- 
tenen Fettsäuren die Jodzahl 61,3 aufwiesen. Diese Fettsäuren 
gaben in einer ammoniakalischen Lösung von einem Tropfen sal- 
petersauren Silbers und einem Tropfen Chloroform eine gelbe 
.Färbung, die allmählich in eine dunkelrote überging. Eine eben- 
solche Reaktion mit Ammoniak und salpetersaurem Silber gab 
auch das Knochenmark-Lecithin in Chloroformlösung. Später über- 
zeugte ich mich, daB sowohl die Stearin- als auch die Palmitin- 
und Oleinsäure in reinem Zustande die gleiche Reaktion geben, 
wobei der Wechsel der Farben bei der Oleinsäure viel rascher vor 
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sich geht, als bei den beiden anderen. Ich glaube, daß man sich 
dieser Reaktion bedienen kann, zum Nachweise sowohl der drei 
genannten Fettsäuren, als auch des Lecithins und überhaupt 
solcher Verbindungen, die Fettsäuren enthalten. Aus dem Ge- 
menge der Fettsäuren war die Oleinsäure auf folgende Weise aus- 
geschieden: Die Fettsäuren wurden beim Erwärmen in Alkohol 
gelöst, darauf Sodalösung im Überschusse hinzugefügt und das 
Gemenge bei oft wiederholtem Umrühren erwärmt und darauf 
bis zur Trockne eingedampft; der trockene Rückstand zu Pulver 
zerrieben, mit heißem Alkohol extrahiert. Zur abfiltrierten alkoho- 
lischen Lösung wurde ein Überschuß von neutralem, essigsaurem 
Blei zugesetzt und bis zur Trockne eingedampft; der Rest zu 
Pulver zerrieben und mehrmals mit warmem Äther extrahiert, um 
das lösliche Bleisalz der Oleinsäure in Lösung zu bringen und von 
den unlöslichen Bleisalzen der anderen Fettsäuren zu trennen. 
Die in Äther unlöslichen Bleisalze wurden abfiltriert, die Äther- 
lösung einige Male filtriert, bis sie klar war, wurde dann in einen 
mit Kohlensäure gefüllten Scheidetrichter gegossen, Salzsäure zu- 
gesetzt und beim öfteren Umschütteln 12 Stunden lang das Ge- 
misch in CO,-Atmosphäre sich selbst überlassen. Darauf wurde 
das salzsaure Wasser und das Chlorblei von der Ätherlösung ab-. 
getrennt, die Ätherlösung schnell in einen Kolben filtriert und der 
Äther bei gleichzeitigem Durchleiten von Kohlensäure abdestilliert. 
Im Kolben blieb Oleinsäure, welche darin in einer Kohlensäure- 
Atmosphäre weiter aufbewahrt wurde. Diese Säure war flüssig, 
von gelber Farbe und durchsichtig. Als Beweis dafür, daß es 
Oleinsäure war, diente die Löslichkeit ihres Bleisalzes in Äther 
und die sogenannte Elaidinprobe, nämlich der Übergang der 
flüssigen Säure in eine feste. Die Elaidinsäure ist, wie bekannt, 
eine isomere Form der Ölsäure. Diese Probe wurde folgender- 
maßen angestellt: einige Tropfen der flüssigen Ölsäure wurden 
in ein Reagensglas getan und dazu 5 ccm starker (spez. Gew. 1,4) 
Salpetersäure und darauf gegen 1 g metallischen Quecksilbers hin- 
zugefügt. Das Gemenge wurde durchgeschüttelt bis zur Auflösung 
des Quecksilbers und darauf 20 Minuten lang ruhig stehen ge- 
lassen ` nach 20 Minuten wieder (im Laufe einer Minute), und da- 
rauf bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Die an die Oberfläche 
emporgestiegene Fettsäure erstarrte nach 10 Minuten zu einer 
festen Masse. 


Lecithin des Knochenmarks. 141 


Die Bleisalze der Fettsäuren, die sich im Äther nicht gelöst 
hatten, wurden mit Alkohol vermischt und das Gemenge auf 
dem Wasserbade erwärmt und gleichzeitig zur Entfernung des 
Bleies mit Schwefelwasserstoff gesättigt, die heiße Alkohollösung 
vom Bleisulfide abfiltriert und mit einer starken Sodalösung bei 
häufigem Umrühren bis zur Trockne eingedampft. Der pulver- 
artige trockene Rest wurde in warmem Alkohol gelöst, vom Soda- 
überschuß abfiltriert und wieder bis zur Trockne eingedampft. 
Hierauf wurde ein Teil dieser Natriumsalze in heißem Wasser ge- 
löst, die Lösung filtriert und zum abgekühlten Filtrate starke 
Salzsäure hinzugegossen, um die freien Fettsäuren abzuscheiden. 
Darauf wurden die gut ausgeschiedenen Fettsäuren geschmolzen, 
und nachdem sie fest geworden waren, abfiltriert, auf dem Filter 
mit heißem Wasser ausgewaschen, in vacuo getrocknet, in Äther 
gelöst, die Ätherlösung eingedampft und in vacuo wieder ge- 
trocknet. Der Schmelzpunkt dieser Säuren war 49° C. In der 
Heintzschen Tabelle (Hoppe - Seyler) der verschiedenen Ge- 
mische der Stearin- und der Palmitinsäure finden wir keine so 
niedrige Schmelztemperatur. Aus diesem Grunde kann man nach 
dem Schmelzpunkte nicht von dem ausschließlichen Vorhandensein 
der Sterain- und der Palmitinsäure reden. Ein kleiner Teil der- 
selben Säuren wurde noch einmal umkristallisiert aus 75%, Alkohol; 
der Schmelzpunkt blieb aber derselbe 49° C. Ein anderer Teil 
der Säuren wurde aus Eisessig umkristallisiert, der Schmelzpunkt 
erwies sich bei 53° C. Obgleich diese Zahl höher als die vorher- 
gehende ist, läßt sich doch auch nach ihr schwer etwas Bestimmtes 
sagen. Man könnte eher daraus schließen, daß in dem Gemenge 
der Säuren sich irgend eine Säure befindet mit niedrigem Schmelz- 
punkt, durch welche der Schmelzpunkt herabgedrückt wird. Doch 
gelang es mir bis dahin nicht, die Säure weder zu bestimmen noch 
auszuscheiden. Bei der Untersuchung der aus dem Alkohol aus- 
kristallisierten Fettsäuren konnte man sich mit Hilfe des Polari- 
sationsmikroskopes überzeugen, daß es Kristalle sind, außerdem 
sah man unter dem Mikroskop, daß das ganze Gesichtsfeld von 
fadenförmigen Kristallen eingenommen, die an die Palmitinsäure 
erinnerten; an der Peripherie, und nur in beschränkter Anzahl, 
waren Kristalle in Form von Täfelchen angeordnet. 

Ein Teil der trocknen Natriumsalze wurde zur Darstellung 
von Baryumsalzen verwendet. Diese Operation wurde genau nach 
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dem von Hoppe -Seyler angegebenen Verfahren ausgeführt. 
Doch weder die fraktionierte Fällung, noch derSchmelzpunkt waren 
imstande, genaue Schlußfolgerungen zuzulassen. Ich versuchte 
die fraktionierte Fällung zur Klärung der Eigenschaften der Fett- 
säuren zu benutzen, doch gab auch diese Manipulation wegen Man- 
gels an genügender Menge Materiales keine bestimmten Resultate. 

Die aus den Natriumsalzen erhaltenen Silbersalze ergaben 
den Gehalt an Silber = 32,5%, Ag; das Silbersalz der Palmitin- 
säure enthält 31,12%, Silber, das Silbersalz der Stearinsäure ent- 
hält 28,8%, und der Margarinsäure 34,72%, Silber. Bei den flüch- 
tigen Fettsäuren ist der Gehalt an Silber bedeutend höher. Auf 
Grund dieser Analyse kann man vermuten, daß die Palmitinsäure 
in einer überwiegenden Menge sich befindet. 

Schon im Jahre 1860 bewies Eylert (39), daß im Fette des 
Knochenmarkes eine Medullinsäure enthalten sei und die Stearin- 
säure vollständig fehle. Freilich ist später durch die Arbeiten von 
Thümmel (40) und Mohr (41) die Eylertsche Voraussetzung 
widerlegt und umgekehrt das Nichtvorhandensein einer unbe- 
kannten Medullinsäure und die Anwesenheit der Stearinsäure be- 
wiesen worden. 

Es wäre noch möglich, die Anwesenheit der Laurinsäure 
vorauszusetzen, und das um so mehr, als ihr Schmelzpunkt 43,6° C 
beträgt. Doch in betreff der Laurinsäure sind unsere Kenntnisse 
bis jetzt noch zu mangelhaft. Das Haupthindernis zur Klärung 
der Frage war die geringe Ausbeute, welche wir dabei erhielten. 


Elementar-Analysen des Leeithins. 


Die Verbrennung wurde mit Kupferoxyd vorgenommen, wo- 
bei die Substanz selbst (d. h. das Lecithin) mit chromsaurem 
Blei beschüttet wurde. 


I. 0,1846 g trockner Substanz gaben 0,4202 g CO, 
= 0,1146 g oder = 62,08%, C 
und 
0,1704 H,O = 0,0189333 g = 10,25%, H, 
II. 0,1672 g trockner Substanz gaben 0,3834 g CO, 
= 0,1045 g oder = 62,44%, C 
und 
0,1574 H,O = 0,01749 = 10,40%, H. 
Im Durchschnitt: 62,26%, C und 10,32% H. 
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Analyse des Phosphors und des Stickstofls. 


0,1022 g trockne Substanz gaben 0,1930 MoO,P,O, 
= 0,00332539 g = 3,25% P, 


0,1186 g Substanz, die zur N-Bestimmung verbraucht wurden, 

verlangten zur Neutralisation 2,1 eem DH SO, 

= 0,002933994 g = 2,47% N. 

Aus den oben angeführten Zahlen ist zu ersehen, daß das von 
mir aus dem Knochenmarke erhaltene Lecithin den in ihren Zu- 
sammensetzungen bereits bekannten Lecithinen nahesteht. Sein 
Verhältnis zu diesen finden wir in folgender Tabelle. 

Die Zahlen sind in Prozenten angegeben. 


SES  Tolele ix Lo 









Distearyl-Lecithin [65,42 | 11,15 | 3,84 | 1,73 | 17,84 
Theorie | Dipalmitin-Leeithin | 63,91 | 10,91 | 4,12 | 1,87 | 19,17 
berechnet. Dioleyl-Leecithin 65,75 | 10,70 | 3,86 | 1,74 | 17,93 

















Erhalten | Lecithin aus Knochenmark | 62,26 | 10,32 | 3,25 | 2,47 | 21,70 


Die von mir erhaltenen Zahlen stehen am nächsten denen 
des Dipalmityllecithins. 

Wenn diese Zusammensetzung durch weitere Forschungen be- 
stätigt wird, so werden die von mir gefundenen Zahlen am besten 
zu folgender Formel passen: C,H,,NPO,,, deren Molekular- 
gewicht 920 beträgt. 


Quantitative Bestimmung des Leeithins im Knochenmark und 
dem Phosphor. 


Wie schon oben erwähnt, betrug der Gehalt an Lecithin in 
meinen Präparaten 0,12—0,14%. In der Absicht, meine Resultate 
zu prüfen, unternahm ich, wie es viele Forscher früher gemacht 
hatten, eine Bestimmung des Lecithins nach der Menge des orga- 
nischen Phosphors. 300 g frischen, weißen, normalen Knochen- 
markes wurden im Laufe von 6 Stunden mit einem fünffachen 
Quantum von 96%, Alkohol gekocht. Im ganzen erhielt ich 
1500 ccm der abgekühlten und filtrierten Extraktion. 100 ccm 
dieses Extraktes wurden bis zur Trockne eingedampft, der trockne 
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Rest mit Soda und Salpeter verbrannt und darin der Phosphor 
bestimmt. Aus 100 ccm des Extraktes wurde erhalten : 


P = 0,0010750896 
(0,0624 MoO,P,O, = 0,0010750896 P). 


100 ccm des Extraktes stellen im Verhältnis zu den 1500 ccm 
der ganzen Portion eine Extraktion aus 20 g Knochenmark vor, 
l g Lecithin enthält 0,0384 g P, so entsprechen die erhaltenen 
0,0010750896 g P = 0,028 g Lecithin, daraus folgt, daß in diesem 
Knochenmarke 0,14%, Lecithin enthalten ist. 

(0,0010750896 : 0,0384 = 0,028, 20 : 0,028 = 100 : x, x = 0,14%) 


Nun haben wir also in diesem Falle bei dem obengenannten 
Verfahren 0,14%, Lecithin erhalten. 

Zwei andere Bestimmungen habe ich an trocknem Knochen- 
marke, von dem schon früher die Rede war, vorgenommen. Dieses 
Knochenmark wurde mit einem zehnfachen Quantum Alkohol im 
Laufe von 6 Stunden extrahiert, darauf der Extrakt filtriert, bis 
zu La des Volumens konzentriert, ein vierfaches Volumen Äther 
hinzugefügt und nach Ablauf von 24 Stunden filtriert. In dem Falle 
hielt ich mich auch an die von mir ausgearbeitete Methode der 
Lecithingewinnung. Darauf wurde der äther-alkoholische Extrakt 
eingedampft und im trocknen Rückstand der Phosphor bestimmt 
und nach dem letzteren das Lecithin quantitativ berechnet. Natür- 
lich mußte man die Menge des trocknen Markes auf eine entspre- 
chende Menge von feuchtem Knochenmarke umrechnen. In einem 
Falle (Mark B) erhielt ich 0,23%, Lecithin. B enthielt 51,43% 
Feuchtigkeit, und deshalb entsprachen die genommenen 5 g des 
trocknen Markes = 10,29 g des feuchten. 

Darin fand ich: : 


0,0544 g MoO,P,O, = 0,000937312g P = 0,0244 g = 0,23%, Lecithin 
In einem anderen Falle (Mark E) erhielt ich 0,13%, Lecithin. 
E enthielt 9,24%, Feuchtigkeit, folglich entsprachen die genom- 
menen 2g des trocknen Markes 2,2g des feuchten Markes. Darin 
fand ich: 
0,0064 MoO,P,O, = 0,000110272g P = 0,00286 g = 0,13% Lecithin. 
Aus diesen Zahlen ist zu ersehen, daß durch die beschriebene 
Bestimmungsmethode die Menge des Lecithins dem direkt ge- 
fundenen recht nahe steht. 
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Ob im allgemeinen und speziell im Falle, wenn Phosphor, 
organische Verbindungen, wie Lecithin und andere ihm nahe- 
stehende Körper (Lecithane resp. Phosphatide) vorhanden sind, 
über den Gehalt der genannten Verbindungen nur durch direkte 
P-Bestimmung im Substrat sich ein Bild zu machen kaum möglich 
ist, so dennoch im Falle, wo solche P-haltige organische Verbin- 
dungen wie im Knochenmark nicht zugegen sind, beim Berück- 
sichtigen entsprechend den Maßregeln nach der P-Bestimmung 
auf die vorhandene Menge des Lecithins doch, wie man sieht, ge- 
schlossen sein kann. 


Beim Betrachten der in der Literatur enthaltenen Daten über 
den Gehalt an Lecithin in den verschiedenen Geweben, Säften 
und Organen muß man zugeben, daß der Gehalt des Lecithins 
in Pflanzen im allgemeinen niedriger als in einigen Organen und 
Geweben des tierischen Organismus ist. 

So fand Stoklasa (42) in verschiedenen Teilen der Pflanzen 
(Beta vulgaris, Pirus malus, Vitis vinifera, Zea Mays) 
in verschiedenen Entwicklungsstufen von 0,22 bis 6,04% Lecithin. 

Schulze und Steiger (43) geben ebenfalls einen Prozent- 
gehalt des Lecithins im trocknen Samen an. Stânek (44) weist 
auch auf die Anwesenheit des Lecithins in Samen hin. Die Zahlen, 
welche die obengenannten Autoren angeben, sind wie folgt: 


Schulze und Steiger. Stänek. 


Lupinen . ...... 0,37 — 
Erbsen . ... a... 0,61 0,77 
Pferdebohnen . . . . . 0,30 0,73 
Wicken ......n. 0,39 — 
Winterlinsen `, .... 0,26 0,87 
Englischer Weizen. . . 0,10 0,18 
Helena-Weizen . . . OI — 
Roggen . ...... 0,16 0,16 
Gerste . . . 2 2 2.0. 0,18 0,28 
Hafer . . . 2.2 2.. 0,69 0,36 
Roßkastanıen `, . .. . 0,12 — 


Zum Zwecke des Vergleiches der von mir im Knochenmark 
gefundenen Lecithinmenge führe ich die aus der Encyclopedie 
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chimique von Fremy entnommene Tabelle an, welche den Leci- 
thingehalt verschiedener Organe in Prozenten angibt, so z. B.: 


Gehirn, weiße Substanz . . . . 11,00 
Gehirn, graue Substanz . . . . 2,50 
Netzhaut . . . . 2 2 2 2 2 2. 2,48 
Augenline . ... 22.220. 0,23 
Spermatozoen . ....... 1,50 
Rote Blutkörperchen. . `... . 0,75 
Eidotter . . . 2 2 2 2 22020. 6,80 
Blut (aus der Vena porta). . . 0,24 
Blut (aus der Vena hepatica) . 0,29 
Hyllus 4% 2:5 e 5 2 Se a 0,08 
Galle: ad: aan ea E A 0,017—0,053 
Eiter aa 2 d wis eds 0,015—0,056. 


Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daß der Lecithingehalt im 
Blute 0,24—0,29%, beträgt. Dieser Gehalt steht dem von mir 
(dem nach dem Phosphor berechneten) im Knochenmarke ge- 
fundenen Lecithingehalte: 0,23—0,13%, sehr nahe. Andererseits 
ist der Lecithingehalt im Knochenmarke beinahe dreimal so klein 
als in den roten Blutkörperchen. 

Weitere Untersuchungen müssen feststellen, wie weit der 
Lecithingehalt des Knochenmarkes eine konstante Größe ist, und 
wie bedeutenden Schwankungen er unterworfen ist. 


Das Gewinnungsverfahren des Lecithins aus dem Knochenmarke. 


Wiederholt angestellte Versuche und mit diesen oder jenen 
Veränderungen der verschiedenen Gewinnungsmethoden ange- 
führte Arbeiten führten mich schließlich zu folgender Methode, 
die sich als die zweckmäßigste bei der Gewinnung des Lecithins 
aus dem Knochenmarke erwies, und zu der ich jetzt über- 
gehen möchte. Man gewinnt das Mark aus den Knochen auf fol- 
gende Weise: Man sägt zuerst die Epiphyse ab und spaltet die 
zurückgebliebene Diaphyse der Länge nach.. 1 kg Knochen- 
mark wurde mit Hilfe einer Schere und Pinzette in kleine Stücke 
zerschnitten. Darauf bringt man das Mark in einen Kolben, 
begießt es mit einem fünffachen Volumen 95proz. Alkohol und 
kocht auf dem Wasserbade im Laufe von 6 Stunden. Darauf 
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filtriert man die abgekühlte Extraktion nach 24 Stunden und 
konzentriert sie bei 40° C unter einer Glasglocke in vacuo bis 
zu !/,, des Anfangsvolumens, d.h. in diesem Falle bis zu 500 ccm. 
Zu dem trüben, konzentrierten Extrakt fügt man 2 l Äther hinzu, 
schüttelt ihn stark und läßt 24 Stunden stehen. Nach Ablauf 
dieser Zeit dekantiert man die Flüssigkeit von der öligen Schicht 
durch ein Filter. Der Niederschlag resp. die ökge Schicht wird 
nicht ausgewaschen. Der Äther des Filtrates wird abdestilliert 
und darauf in vacuo bei 35—40° C destilliert man den Alkohol 
ab bis zur Bildung eines trocknen Rückstandes. Zu letzterem 
fügt man Äther hinzu und läßt ihn eine Stunde bei häufigem 
Umrühren stehen, darauf wird der Äther von der unlöslichen 
Schicht dekantiert und diese Operation noch ein- bis zweimal 
wiederholt. Man erhält bis zu 500 ccm der Ätherlösung, die 
in eine große Flasche gegossen wird und zu der sofort 2 1 Aceton 
hinzugegossen werden. Das Gemenge wird stark geschüttelt und 
24 Stunden lang stehen gelassen. Der ausgefallene Lecithinnieder- 
schlag wird auf einem kleinen Filter abfiltriert und der Nieder- 
schlag mit 500 ccm Aceton ausgewaschen. Der feuchte Lecithin- 
niederschlag wird vom Filter in eine Schale gesammelt und in 
vacuo getrocknet. Die auf dem Filter und in der Flasche zurück- 
gebliebenen Spuren des Lecithins kann man in Äther lösen und 
ebenfalls in vacuo austrocknen. Man erhält aus 1 kg Knochen- 
mark 1,3—1,5 g Lecithin. 

Zum Schluß möchte ich einige Beobachtungen betreffend 
die mehrere Male oben erwähnte Substanz, die aus dem Alkohol- 
extrakt des Knochenmarkes durch Hinzufügung von Äther aus- 
fällt und wahrscheinlich ein Gemenge von mehreren Stoffen 
vorstellt, mitteilen. Diese Substanz steht nach einigen Reaktionen 
und physikalischen Eigenschaften dem Jecorin nahe. Die Ele- 
mentaranalyse ergibt Zahlen, die dem Jecorin aber nicht ent- 
sprechen. Im allgemeinen muß man aber sagen, daß in betreff 
des letzteren unsere Kenntnisse sehr mangelhaft und dabei sehr 
widersprechende sind. Aus verschiedenen Organen sind ver- 
schieden zusammengesetzte Jecorine erhalten worden (Drechsel, 
Baldi [45], P. Mayer [46]). Die halbflüssige Masse, die aus ver- 
schiedenen Präparaten des Pferdeknochenmarkes durch Ausschei- 
dung aus der Alkoholextraktion durch Äther gewonnen wurde, löst 
sich leicht, freilich mit Opalisierung, in Wasser; berm Trocknen 
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im Exsiccator über Schwefelsäure geht sie allmählich in eine 
poröse Masse über, die sich leicht zu Pulver zerreiben läßt. Dieser 
Stoff ist sehr hygroskopisch, zieht an der Luft sofort Feuchtig- 
keit an und zerfließt. Das Trocknen bei höherer Temperatur 
im Trockenschranke gelingt nicht. Die pulverartige Substanz 
löst sich ebenso leicht mit einer Opalescenz in Wasser, die wässerige 
Lösung geht beim Stehen in Fäulnis über. Beim Eindampfen der 
wässerigen Lösung auf dem Wasserbade läßt sich bei Konzen- 
tration ein Kleistergeruch wahrnehmen, bei einer stärkeren Kon- 
zentration ist der Geruch von Fleischextrakt bemerkbar. Die 
wässerige Lösung gibt einen Niederschlag mit Chlorbaryum. Mit 
Chlorcadmium gibt dieser Stoff in Alkohollösungen auch Nieder- 
schläge, analog dem Lecithin. Diesen Punkt muß man bei der 
Gewinnung des Lecithins nach Bergell im Auge behalten. Die 
wässerige Lösung gibt mit einer Lösung von salpetersaurem Silber 
eine Trübung, die nach einer Hinzufügung von Ammoniak ver- 
schwindet, und das Ammoniakgemenge nimmt beim Erwärmen 
eine rote Färbung an. Diese Substanz ist in kochendem Alkohol 
sehr wenig löslich und fällt beim Abkühlen aus dem Alkohol 
zum Teil in Form einer Trübung aus. Aus einer Alkohollösung 
fällt die Substanz durch Hinzufügung von Äther aus, ebenso wie 
aus einer Ätherlösung durch Alkohol. Beim Stehen nimmt die aus 
Alkohol durch Äther gefällte Substanz bald eine braune Färbung 
an, obgleich sie anfänglich farblos war. In Benzol ist sie unlöslich, 
gärt mit Hefe; nach dem Kochen mit 5proz. Schwefelsäure 
wird das Gärvermögen nicht stärker; reduziert schwach die 
Kupfervitriollösung. Es ist möglich, daß dank der letzten Eigen- 
schaft manchmal eine Reduktion von Kupfer in nicht reinen 
Lecithinen zu beobachten ist. Die Elementaranalyse des im 
Exsiccator ausgetrockneten Stoffes ergab: 


C = 24,50%, H= 4,22%, N = 5,49%, P= 0.23%, S= 2,77%, 


I. (0,2566 g gaben 0,2322 CO, = 24,50% C), 
II. (0,2250 g gaben 0,2020 CO, = 24,50% C) 
C = 24,50%. 


I. (0,2566 g Substanz gaben 0,0924 H,O = 4,00% H), 
II. (0,2250 g Substanz gaben 0,0900 H,O = 4,44% HI 
H = 4,22%. 
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(0,2782 g Substanz für die N-Bestimmung verbrannt, brauchten 
zur Neutralisation 11,0 ccm SO,H, = 0,015272 7g = 5,49% N) 
N = 5,49%. 


(0,008615 g P = 0,0500 Mo0,P,O, = 0,3755 g Substanz gaben 
0,008615 g P = 0,229% P) 
P = 0,23%. 


(0,3755 g Substanz gaben beim Verbrennen 0,0758 BaSO, 
oder 0,01042159425 g S = 2,77% S) 
S = 2,77%. 


Die Verbrennung zur Bestimmung des Gehaltes von C SES H 
wurde mit chromsaurem Blei ausgeführt. 

Bei der Verbrennung hinterläßt die Substanz 42,96%, Asche 
in Form von weißem Salz, das sich leicht in heißem Wasser löst. 
Aus der Wasserlösung kristallisiert dieses Salz in Form von Wür- 
feln (manchmal mit einem rechtwinkligen Ausschnitte an den 
Ecken). Dieses Salz ist in Alkohol unlöslich; die Wasserlösung 
gab eine starke alkalische Reaktion, AgNO, gab einen für Chlor- 
silber charakteristischen Niederschlag. Mit BaCl, gab es auch 
einen Niederschlag. Die wässerige Lösung mit Platinchlorid- 
lösung war klar und gab beim Eindampfen bis zur Trockne 
einen Rückstand, der nur zum Teil in Alkohol löslich war. Die 
Alkohollösung gab unter dem Mikroskope prismatische Kristalle. 
Mit phosphorsaurem Natrium in ammoniakalischer Lösung gab 
das Salz den für Magnesium charakteristischen Niederschlag. Es 
waren auch Spuren von Phosphor vorhanden. Nach diesen Reak- 
tionen kann man den Schluß ziehen, daß dieses Salz aus einem 
Gemenge von NaCl + MgSO, besteht. Es ist möglich, daß die 
hygroskopische Eigenschaft des Jecorins nicht exklusiv der Kohle- 
hydratgruppe zuzuschreiben ist, sondern auch dem in der Ver- 
bindung enthaltenen Gemenge von NaCl + MgSO,, da das Ge- 
menge von NaCl + MgCl, noch viel stärkere hygroskopische 
Eigenschaften aufweist (Mendelejeff [47]). Es ist notwendig, 
in dieser Richtung weiter zu forschen, um das Wesen der Sub- 
stanzen zu klären, die als Nebenprodukte bei der Darstellung des 
Lecithins aus dem Knochenmarke gewonnen werden. Die Aus- 
arbeitung dieser Frage ist schon einem anderen Mitarbeiter aus 
unserem Laboratorium aufgetragen worden, ich jedoch beschränke 
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mich mit der Mitteilung der Tatsachen und Beobachtungen, die 
ich in bezug auf dieses Präparat gesammelt habe. 

Bei der Gewinnung des Lecithins aus Knochenmark, einem 
an Fett sehr reichen Substrate, ist die Trennung von dem letz- 
teren verhältnismäßig leicht. Die Hauptschwierigkeit besteht 
aber in der Befreiung des Lecithins von solchen Stoffen, die mit 
ihm vorhanden sind und vielleicht sich mit ihm in einer chemischen 
Verbindung befinden. Einige von diesen Stoffen, so z. B. der- 
jenige, von dem eben die Rede war, besitzen analoge Eigenschaf- 
ten und, was am wichtigsten ist, sie verhalten sich gleich zu 
einigen Reagenzien, wie z. B. auch zu Chlorcadmium u.a. 

Zum Schlusse möchte ich erwähnen, daß man in den Fällen, 
wo man wenig Material zur Verfügung hat, die Bestimmung des 
Phosphors in der gleichen Portion anstellen kann, welche für die 
Bestimmung des Stickstoffes gedient hat. Wie bekannt, hat 
Neumann (48) eine derartige Bestimmungsmethode beschrieben. 
Die, welche ich gebraucht habe, besteht in folgendem: Die 
Bestimmung des Stickstoffes wird, wie gewöhnlich, nach dem 
Kjeldahlschen Verfahren ausgeführt. In den Destillierkolben 
wird in dem Falle weder Talg noch ein Indikator zugesetzt. 
Der Kolbenrückstand der nach Kjeldahl vorgenommenen 
Destillation wird mit starker Salpetersäure neutralisiert, in ein 
Glas übergeführt und nachgewaschen. Der Phosphor wird darin 
wie gewöhnlich nach Wood bestimmt. 

Bei genauer Arbeit erhält man einen Unterschied zwischen 
parallel ausgeführten Verfahren (nach Wood) von Phosphor- 
bestimmung bloß in hundertstel Prozenten, was dem Verluste bei 
dem Übergießen der Flüssigkeit aus einem Gefäß ins andere zu- 
zuschreiben ist. Als Beispiel führe ich die Zahlen von zwei parallel 
ausgeführten Versuchsanalysen des Lecithins an: 


Nach dem gewöhnlichen Verfahren erhalten 3,48%, P, 
nach diesem letzten Verfahren erhalten 3,40% P. 


Man mußte dieses Verfahren genauer studieren, da seine Anwen- 
dung bei einem geringen Quantum des Untersuchungsmaterials 
sehr bequem ist. 
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Schlußfolgerungen. 


I. Die Frage, ob Lecithin im Knochenmark enthalten ist, 
die meinen Untersuchungen zugrunde lag, ist in positivem Sinn 
gelöst worden. | 

II. In dem Lecithin, das aus dem Knochenmark gewonnen 
worden ist, sind die für das Lecithin charakteristischen zusammen- 
gesetzten Komponenten nachgewiesen und identifiziert worden, 
wie: Cholin, Glycerinphosphorsäure und ungesättigte Fettsäuren. 

III. Die Darstellung von Lecithin aus Knochenmark ver. 
mittels der von Bergell angegebenen Methode gelingt nicht. 

IV. Die Bergellsche Methode der Darstellung des Lecithins 
ist überhaupt in den Fällen nicht anwendbar, wenn gleichzeitig 
mit dem Lecithin andere, ihren Eigenschaften nach ähnliche 
phosphorhaltige Verbindungen vorhanden sind, oder, wie häufig, 
auch Stoffe, die durch Chlorcadmium sich ebenfalls abscheiden. 

V. Als das beste Verfahren für die Darstellung des Lecithins 
aus dem Knochenmarke hat sich folgendes erwiesen: Extraktion 
des Knochenmarkes mit 96proz. Alkohol beim Erwärmen, Be- 
arbeitung des Alkoholextraktes mit Äther und Entfernung der 
abgeschiedenen Substanzen durch Dekantation, Eindampfen der 
äther-alkoholischen Lösung bis zum trocknen Rückstand, Lösen 
des letzteren in Äther, aus dem das Lecithin mit Aceton gefällt wird. 

VI. Das in der Alkohollösung befindliche Lecithin scheidet 
sich durch Abkühlung der Lösung durch flüssige Luft ab, was 
man zu seiner Ausfällung benutzen kann, aber nur in dem Falle, 
wenn sich das Lecithin in der Lösung in reinem Zustande befindet. 

VII. Die quantitative Bestimmung des Cadmiums im Cd- 
Lecithinat mit Hilfe der Elektrolyse ist sowohl, was die Genauig- 
keit als auch die Schnelligkeit betrifft, das allerbequemste Ver- 
fahren. 
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Zur Physiologie des Blinddarmes bei den 
Pflanzenfressern. 


Von 


W. Ustjanzew. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin und der landwirtschaftlichen Akademie zu Nowo- Alexandria, 
Rußland). 


(Eingegangen am 2. April 1907.) 


Die Frage über die Bedeutung des Blinddarmes für die 
Digestion und Resorption der Nahrung ist bis in die allerneueste 
Zeit noch unaufgeklärt geblieben. Die Mehrheit der älteren Auto- 
ren schrieben bei der Untersuchung des Darminhaltes getöteter, 
mit verschiedenartiger Nahrung gefütterter Tiere dem Blinddarme 
sowohl der Fleischfresser als auch der pflanzenfressenden Tiere eine 
gewisse Anteilnahme am Verdauungsprozesse zu. Der erste For- 
scher, welcher diese Frage bei den Fleischfressern einer mehr oder 
weniger genaueren experimentalen Untersuchung unterwarf, war 
L. Vella!), welcher zum Zwecke der Gewinnung und Erforschung 
des vom Blinddarme ausgeschiedenen Saftes denselben resezierte 
und das abgetrennte blinde Ende in die Bauchwunde einnähte. 
Der ausgeschiedene Saft zeigte eine alkalische Reaktion und besaß 
die Fähigkeit, Stärke und Rohrzucker in Traubenzucker umzu- 
wandeln, Fette zu emulgieren und Fleisch zu peptonisieren. 

In der allerneuesten Zeit wurde die Frage nach der Bedeu- 
tung des Coecum für die Verdauung bei den Fleischfressern durch 
Dr. Berlazky und Straschessko?) einer sorgfältigen Bearbei- 
tung im Laboratorium von J. P. Pawlow unterworfen. Diesen 
Autoren, welche die Methode der Seitenfisteln anwendeten, ge- 


1) Straschessko, Zur Physiologie des Dickdarmes. Russische Disser- 
tation, Petersburg 1904. 

2) G. B. Berlazky, Materialien zur Physiologie des Dickdarmes. 
Russische Dissertation, 1903. — N. D. Straschessko, Zur Physiologie 
des Dickdarmes, 1904. 
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lang es, ein völlig reines Sekret zu erhalten und seine fermentativen 
Eigenschaften zu untersuchen. Es erwies sich, daß der Saft des 
Blinddarmes sich zu Fibrin und Hühnereiweiß gänzlich indiffe- 
rent verhält, dagegen Albumose und Peptone zersetzt, d. h. das 
Cohnheimsche Erepsin enthält. Unwirksam verhielt er sich zu 
Cellulose und Fetten. In bezug auf Stärke und Rohrzucker zeigt 
der Saft des Coecum eine selbständige, wenngleich auch nur 
schwache Wirkung, in ihm sind Amylase, Maltase und Invertin 
enthalten. Die Saftausscheidung ist im Blinddarme nur eine sehr 
geringe und nicht von Art und Quantität der Nahrung abhängig. 
Der Blinddarm ist also zweifellos an der Verdauungstätigkeit be- 
teiligt, wenn auch vielleicht nur in sehr unbedeutendem Maße. 

Was die Rolle des Blinddarmes bei der Verarbeitung der 
Nahrung bei den Pflanzenfressern anbetrifft, so besitzen wir 
hierüber bis jetzt noch gar keine befriedigenden Untersuchungs- 
ergebnisse. Von dem Umstande ausgehend, daß der Blinddarm 
bei den Pflanzenfressern eine verhältnismäßig größere Länge er- 
reicht, gelangten viele Autoren zu der Annahme, daß die Nah- 
rung, welche während einer mehr oder weniger langen Aufenthalts- 
dauer in demselben verbleibt, hierbei daselbst einer wesentlichen 
Veränderung unterworfen wird. Es kann hier eine Verarbeitung 
der Nahrung stattfinden einerseits unter dem Einflusse von Fer- 
menten, welche dem Blinddarme unmittelbar angehören, oder 
welche auch mit der Nahrung aus dem Dünndarme mitgebracht 
wurden, andererseits aber auch unter dem Einflusse von Mikro- 
organismen, deren Tätigkeit bei den Pflanzenfressern, wenn die- 
selben mit einer an Rohfaser reichen Nahrung gefüttert werden, 
einen sehr hohen Grad erreichen kann, besonders wenn man die 
ziemlich lange Aufenthaltsdauer der Nahrung im Blinddarme mit 
berücksichtigt. Die Funktionen des Blinddarmes hat man haupt- 
sächlich, wenn nicht ausschließlich mit der Verdauung der Roh- 
faser in Verbindung gebracht, deren Zersetzung, wie bekannt, 
sich im tierischen Organismus unter der Einwirkung von Mikro- 
organismen vollzieht. 

Bergmann und Hultgren waren die ersten, welche es sich 
zur Aufgabe stellten, auf experimentalem Wege die Bedeutung 
des Blinddarms für die Digestion und Resorption der Nahrung 
bei den Pflanzenfressern zu klären. Im Skand. Arch. f. Physiol. 
14, 188, 1903 veröffentlichen sie eine kurze Mitteilung über die 
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Resultate ihrer Versuche mit Kaninchen. Diese Versuche wurden 
mit A Kaninchen angestellt, von denen bei zweien der Blinddarm 
an der Stelle der Einmündung des Ileum durchschnitten, darauf 
der Darmkanal an dieser Stelle wieder vernäht, das Coecum aber 
mit seinem offenen Ende in die Bauchwunde eingenäht wurde. 
Nach Verlauf von einiger Zeit, welche hinreichend war zur Ver- 
heilung der Wunde, wurden die operierten Kaninchen für den 
Versuch verwendet, dessen Zeitdauer bei dem einen Versuchstiere 
25 Tage, bei dem andern 17 Tage betrug, wobei die Kaninchen 
während dieser ganzen Zeit als Futter so viel Hafer erhielten, als 
sie fressen wollten. Zur Vergleichnng der Verdauungstätigkeit 
dienten zwei normale Kaninchen als Kontrolltiere, welche gleich- 
falls Hafer ad libitum erhielten, jedoch während einer "kürzeren 
Zeitdauer. Als Resultat ergab sich, daß die Verdauung des Hafers 
bei den operierten Tieren um nichts geringer war als bei den 
normalen Kaninchen; Rohprotein wurde sogar etwas besser ver- 
daut; d. h. mit anderen Worten, der Blinddarm zeigt gar keine 
Einwirkung auf die Verdauung der Nahrung und erscheint als 
ein überflüssiges, wenn nicht sogar schädliches Organ. 

Eine solche, den Ansichten der früheren Forscher so schroff 
widersprechende Anschauung, wie sie Bergmann und Hult- 
gren aussprechen, kann jedoch auf Grund der von ihnen ange- 
stellten Versuche nicht als genügend begründet angesehen werden, 
weil nämlich die Vergleichsversuche für die Untersuchung des 
Einflusses des Blinddarmes auf die Verdauung des Hafers von 
den Autoren nicht mitein und denselben, sondern mit verschiedenen 
Kaninchen angestellt wurden und somit die individuellen Eigen- 
schaften der Versuchstiere beeinflussend auf das Resultat wirken 
konnten. Andererseits haben die Autoren es unterlassen, die am 
nächsten liegende Frage nach der Bedeutung des Blinddarmes für die 
Verdauung der Rohfaser einer besonderen Untersuchung zu unter- 
werfen. Die Rohfaser wurde von den Autoren zusammen mit den 
anderen stickstofffreien Extraktstoffen berechnet, als Restbestand 
der Trockensubstanz des Futters nach Abzug von Rohprotein, 
Fett und Asche. Schließlich waren die Versuche der schwedischen 
Forscher nicht völlig analog, da die normalen Kaninchen im Laufe 
des Tages 78—81 g Hafer fraßen, die operierten aber 42—45 g, 
der Unterschied in der Futterquantität konnte möglicherweise 
nicht ohne Einfluß auf die Ausnützung des Futters bleiben. 
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Entgegen dieser niedrigen Einschätzung des Blinddarms hat 
Zuntz schon im Jahre 1879!), und zwar aus seiner kritischen 
Betrachtung der Versuche von Wildt über die Ernährung des 
Schafes, die Folgerung gezogen, daß die Zersetzung der Cellulose 
am reichlichsten an denjenigen Orten des Verdauungskanals statt- 
findet, in welchen die Speisemassen am längsten zu verbleiben 
pflegen, d. h. in den drei Vormägen und im Blinddarm. Die Ver- 
suche von Ta p peiner?) bestätigen direkt diese Vermutung. Nach 
den Untersuchungen von Tappeiner dient der Blinddarm 
zusammen mit dem Pansen als Hauptorgan für Zersetzung 
von Cellulose durch Bakterien. Im Blinddarminhalt der Pferde 
kann man denselben Zersetzungsprozeß von Cellusose zu CO,, 
CH, und flüchtigen Säuren (Buttersäure und Essigsäure) beobach- 
ten, welcher bei der künstlichen Lösung der Cellulose durch 
Gärung konstatiert wurde. Hoffmeister, Ellenberger, 
P. Holdefleiß?) und andere Autoren sind auf Grund eigener 
Beobachtungen ihrerseits zu der Auffassung gekommen, daß ge- 
rade der Blinddarm eine große Rolle bei der Zersetzung und Re- 
sorption der Cellulose spielt. 

Wir sehen also, daß die Auffassung von Bergmann und 
Hultgren über die Rolle des Blinddarms bei der Verarbeitung 
der Nahrung der Pflanzenfresser im schroffen Gegensatz zu den 
älteren Vorstellungen von Zuntz und mehreren anderen Autoren 
steht. Es scheint daher notwendig zu sein, die Frage aufs neue 
zu erforschen. 

Indem ich mich auf Veranlassung von Prof. Zuntz mit der 
Untersuchung der Bedeutung des Blinddarmes für die Verdauung 
bei Kaninchen beschäftigte, stellte ich es mir vor allem zur Auf- 
gabe, die oben angeführten Unzulänglichkeiten in den Versuchen 
Bergmanns und Hultgrens zu beseitigen. Die Veranstaltung 
meiner Versuche geschah daher folgendermaßen: Bei den für die 
Operation ausersehenen Kaninchen stellte ich zunächst die Ver- 
dauungsfähigkeit für ein bestimmtes Futter möglichst genau fest; 
hierauf erfolgte die Abtrennung des Blinddarmes nach der Methode 
der schwedischen Forscher, und nach Heilung der Wunde wurden 
die Ausnützungsversuche mit demselben Futter und im Verlaufe 

1) Landw. Jahrbücher 8, 65. 


2) Zeitschr. f. Biol. 20, 52. 
3) Ber. aus d. phys. Labor. d. Landw.-Instituts d. Univers. Halle, 1895. 
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derselben Zeitperiode wie vor der Operation wiederholt, wobei 
zur Abgrenzung der Exkremente und möglichsten Säuberung des 
Blinddarms von Nahrungsresten Milch 3 bis 4 Tage lang vor und 
nach jedem Versuche als ausschließliche Nahrun? gegeben wurde. 
Bei einem Kaninchen wurde zur Abgrenzung Kork angewendet, 
da es mit Hilfe von Milch nicht immer gelang, den Kot gut ab- 
zugrenzen und den Darmkanal von der früheren Nahrung voll- 
kommen zu entleeren. Den Kork gab ich in feingeschnittener 
Form in einer Quantität von 0,1 g zu Anfang und zu Ende eines 
jeden Versuches. Es ist übrigens auch bei Verabfolgung von 
Kork nicht möglich, eine völlig genaue Abgrenzung der Exkre- 
mente zu erreichen. 

Die Versuche wurden mit 5 Kaninchen ausgeführt, von denen 
bei zweien vor der Operation je ein Versuch angestellt wurde; 
bei 3 Tieren je zwei Versuche, und zwar einer mit einem Gemisch 
von Weizen oder Hafer mit Heu, der andere mit Hafer allein. 
Ganz analoge Versuche wurden nach der Operation vorgenommen. 
Die von den Tieren übriggelassenen Reste des Futters wurden für 
jede Periode gesammelt, auf einmal trocken gewogen und analy- 
siert. Der Kot ward in frischem Zustande täglich, im trocknen 
(70° C) wieder auf einmal für die ganze Periode gewogen und ana- 
lysiert. Im Harn wurde nur Stickstoff bestimmt. Alle analytischen 
Bestimmungen habe ich zur Kontrolle doppelt ausgeführt. 

Die Kaninchen überstanden die Operation verhältnismäßig 
leicht und erholten sich schnell; nach 6—8 Tagen wurde mit 
Verabreichung von grobem Futter angefangen und nach Verlauf 
von 12—14 Tagen wurde der Versuch begonnen. Die Protokolle 
der ersten in Berlin ausgeführten Versuchsreihen sind bereits in 
den Verhandlungen der Berliner physiologischen Gesellschaft, 
1904/5, 5—8, abgedruckt im Archiv für (Anatomie u.) Physiologie, 
1905, 403ff., veröffentlicht. Es genügt daher, hier zu erwähnen, 
daß Kaninchen A, welches vor der Operation 2210 g, nach 
Heilung der Operationswunde 1520 g wog, als Tagesration 50 g 
Hafer und 15 g Heu erhielt und dabei die Rohfaser vor der Ope- 
ration zu 8,8%, nach derselben nur zu 4,2%, ausnutzte; die Aus- 
nutzung der Pentosane war vorher 17,3%, nachher 13,2%. — 
Die Verdauung der übrigen Nährstoffe erlitt durch die Operation 
keine Einbuße, erschien vielmehr etwas günstiger, aber doch nur 
in einem Verhältnis, welches die Fehlergrenze des einzelnen Ver- 
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suches nicht übersteigt. — Die auffallend schlechte Verdauung 
der Rohfaser, welche in diesem Versuche auch schon vor der Ope- 
ration bestand, dürfte auf der ungünstigen Beschaffenheit des 
Futters beruhen. Die Möglichkeit, daß sie durch individuelle 
Mängel des Verdauungsapparates bedingt sei, wird durch einen 
Parallelversuch an einem zweiten Kaninchen ausgeschlossen, 
welches an den Folgen der Operation starb. Dasselbe (l. c. als 
Kaninchen B bezeichnet) erhielt genau das gleiche Futter wie A. 
Es nutzte die Rohfaser zu 9,0%, die Pentosane zu 20,0%, aus. 
Sehr viel reichlicher wurde die Rohfaser aus einem Gemisch 

von täglich 20 g Weizen und 30 g Heu verdaut, welches Kaninchen C 
(in der Generaltabelle S. 170 als B bezeichnet) vor und nach der 
Operation erhielt. Hier wurde bei intaktem Darm verdaut: 

Rohfaser 42,8%, ; Pentosane 50,0%, 
kurze Zeit nach Ausschaltung des Blinddarmes: 

Rohfaser 23,4%, ; Pentosane 40,0%, 
14 Tage später: | 

Rohfaser 18,7%; Pentosane 28,7%. 
Demselben Kaninchen wurde noch eine an Heu reichere Futter- 
ration (statt 30 g täglich 50 g Heu mit 20 g Weizen) verabreicht. 
Es wurden aber täglich im Durchschnitt 14,3 g Heureste gelassen 
(gegen 8,6 g und 6,3 g in den beiden vorigen Versuchen nach Aus- 
schaltung des Blinddarmes). Zum Vergleich wurde einem normalen 
Kaninchen dasselbe Futter verabreicht, dasselbe ließ einen Heurest 
von 12,0 g pro Tag, also fast ebensoviel wie das Tier mit ausge- 
schaltetem Blinddarm. Die Ausnutzung gestaltete sich wie folgt: 


mit Blinddarm ohne Blinddarm 


Rohprotein . . . 2.2... 56,0 60,7 
Rohfett ; © ao esce 51,3 53,3 
Asche . . . 2.2 2 2 20. 31,1 13,1 
N-freie Extraktstoffe . . . . 72,6 70,5 
Rohfaser. . . . 2 222.0. 28,7 14,9 
Pentosane . . . 2 2 2 2.0. 37,6 20,9 


Also auch hier wieder nur in der Verdauung der Rohfaser 
und der Pentosane ein erheblicher Unterschied. 

Die bisher mitgeteilten Versuche sind in Berlin, die folgen- 
den in Nowo-Alexandria ausgeführt. 
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Kaninchen C. 

Mit diesem Kaninchen wurde ein Versuch (I) mit demselben 
Gemisch von Weizen und Heu angestellt, wie mit dem Kanin- 
chen B. Im anderen Versuche (II) bekam das Tier nur Hafer, 
50 g pro Tag. Zur Abgrenzung der Exkremente wurde Kork an- 
gewendet. Jeder Versuch dauerte 8 Tage. Die Operation wurde 
am 15. Mai gemacht. Körpergewicht vor der Operation 2020 g, 
nach der Operation 1720 g. Nach der Operation wurde bei dem 
Tier eine große Gefräßigkeit beobachtet. 


Versuchsprotokolle. 
Kaninchen ©. Versuch I. Periode 1 (vor der Operation). 
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Versuch I. Periode 2 (nach der Operation). 
20 g Weizen, | 
{ Sch Ge und Kork | 109 
S r 200 113,6 — 1740 
à 26,0 — 
e 10,5 g 900 18,5 — 
e Heu 18,0 123.0) 
à 31,0 ` | 150 |300/2,97 
> | 160 | 9,5 2 
à OR 10,5 — 
„ 2.|50g Hafer und Kork | 17,01 90 300/1,74| 1740 
Pro Tag | 1,3 | zohso|l 154 30 ` oan 





Versuch II. Periode 2 (nach der Operation). 
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Die chemische Analyse des Futters und Kotes ergab nach- 
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Hafer 9,43 | 10,31 
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3,52 | 67,52 | 13,12 
1,76 | 82.00 | 7,18 
10,40 | 51,05 | 15,10 
13,40 | 38,30 | 21,37 
14.43 | 3813 | 21,76 
10,14 | 48.40 | 29,08 
9,83 | 47,68 | 29,93 
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Tabelle I. Ausnutzung des Futters. 
Kaninchen C. Versuch I. Periode 1 (vor der Operation). 


Trocken- 
Substanz 
Eiweiß 
Rohprotein 
; ` Rohfaser 
Rohfett 
Asche 
| Stickstofffreier 
Extraktstoff 
Pentosane 





Verzehrt fürganzePeriode (Tage) Ta 












16,20 19,63|48,23 ') 










































Heu 216 g 194,0) 7,14120,18| 99,04 29,29 
Weizen 160 g 140,3|13,14115,17| 3,49 | 4,12| 2,47/115,06 10,07 
Gesamtverzehr 334,3/29,34|34,80|51,72 111,26/22,65|214,10 139,36 
Im Kot für ganze Periode 111,0 g |101,8]11,64112,3430,95 | 5,88.13,64| 38,99 |21,75 
Verdaut für ganze Periode 232,5117,70/22,46.20,77 ! 5,38] 9,01175,11 117,61 
Pro Tag 29,1) 2,21] 2,81] 2,59 | 0,67) 1,12| 21,90 | 2,20 
Prozent 60,3 164,5 48,7 (40,0 | 81,8 |44,8 
Periode 2 (nach der Operation). 
Verzehrt fürganzePeriode(8Tage)| | | I 
Heu 229,5 g 206,1/17,21/20,85/50,62 1) 7,58121,431105,21 131,16 





10,07 
41,23 
24,33 
16,90 
2,10 
41,0 


Weizen 160 g 


Gesamtverzehr 346.4|30,35 
Im Kot für ganze Periode 123,0 g |111,8| 9,57 


Verdaut für ganze Periode 234,6120,78 
Pro Tag 29,31 2,59 
Prozent 68,4 


140,3113,14115,17| 3,49 | 4,12| 2,47|115,06 
36,02)54,11 |11,70/23,90220,27 
11,31/35,41 | 6,30/16,13| 42,63 
18,70 | 5,40) 7,77|177,64 


2,34 | 0,68] 0,97| 22,20 
834,5 46,1 |82,6 | 80,6 




















24,71 
3,09 
68,6 




















Versuch II. Periode 1 (vor der Operation). 


Verzehrt fürganzePeriode (8Tage) | 
Hafer 386 g 350,9 
Im Kot für ganze Periode 111,0 g |100,7| 6,60| 7,49 


| 
22,98112,35'236,93 46,04 
2,53110,21| 48,74 129.28 







big 42,46 
131,72 












Verdaut für ganze Periode 250,2/26,49128,69|10,74 120,45] 2,141188.19 116,76 
Pro Tag 31,3) 3,31| 3,58] 1,34 | 2,55) 0,27| 23,52 | 2,09 
Prozent 80,0179,8 25,3 88,9 117,8 | 79,4 | 86,5 














Periode 2 (nach der Operation). 








| 
36.181248 gr 12,35/236,93 |46,04 










Verzehrt für ganzePeriode (8Tage) | 








Hafer 386 g 350,9133,09 

Im Kot für ganze Periode 124,0 g |113,6| 6,75! 7,74137,99 | 2,5411,16| 54,16 134,00 
Verdaut für ganze Periode 237,3/26,34|28,44| 4,47 |20,44| 1,191182,77 mo 
Pro Tag 29,7) 3,29! 3,55| 0,56 | 2,55| 0,15| 22,84 | 1,51 
Prozent 79,8 178,6 los '83,9 | 9,6 | 77,1 |26,2 

















1) Die Heureste enthielten Rohfaser in der ersten Periode 21,30%, in 
der zweiten Periode 25,80°,, in der lufttrockenen Substanz. 
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Kaninchen D. 

Mit diesem Kaninchen wurden auch die zwei Ausnutzungs. 
versuche angestellt. Im ersten wurden 20 g Hafer und 50 g 
Heu, im zweiten nur 50 g Hafer verabreicht. Beide Versuche 
dauerten 8 Tage, abgesehen von der dreitägigen Milchfütterung 
vor und nach dem Versuch. Die Operation wurde am 7. Februar 
gemacht. Körpergewicht vor der Operation 2150 g, nach der 
Operation 1680 g. 


Versuch 1. Periode 1 (vor der Operation). 


Versuchsprotokolle. 











Futter Rest | 





mm trocken 


















H Milch 200 cem | 
Gë? pro Tag 
n U er | 2210 
a SaR | 
"we | 300. 3,69 
WI ké = | | 
u: 38, 2 | 300) 0,88 
en + p | | 
, 20 | 
sv; 300| 2,55, 
. 2 200 1,001 2190 
w 23. Milch 200 ccm | 
n 24. pro Tag | 
z 25. | | ke] 
Summe | 66,0 | 83,5 a 530 | 9,12 
Pro Tag el 19354 ad a "vol 
Versuch II. Periode 1 (vor der Operation). 
Januar | | 






am 
ar 
N 

E ` 
DEE? 
besch 
er 
































Januar 26.| 50 g Hafer 150 | DI | Kai 2190 
27. 2,5 90 ` 200 2,50 
e ı 501 4,5 L À 
| 120 20 96,5 100 Is 20 
| 50 | 23,5) 110 ` 200 1,90 
Februar 1 60 I 15,0 | 
50 | 16,0 | | 
0,3 150 |300| 3,08 
Milch 200 ccm | 3,0 15.5 | 2150 
pro Tag | 2,0 ? | 
| 0,0 | 















e Kuch 








Summe | N 
Pro Tag | i 601 15,2 
Biochemische Zeitschrift Band IV. 12 
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Versuch I. Periode 2 (nach der Operation). 








Futter 


ma Stickstoff 











Februar17.|| Milch 200 cem 











e: 18 pro Tag | 
nl Be BREC 

u 208 5 | | 300|1,70) 

, 21. A WK 

dé i | 3001,85 

” 23. n | | 

24. a | | 

u. 2, ; 20 | 300 2.50 
e E r | | 1690 

o- | | 

z Si Milch m ccm | | 

März 1. le | | 

„24 50 g Hafer | | 

Summe E 41,0 1 ms 259,01 270 | Go 

Pro Tag 81 | 44,8) 32,4 39| 0,86, 

e — 
(7 Tage) 
Versuch II. Periode 2 (nach der Operation). 

Februar | 

a | 
300 1710 

2,98 

300 ala 

Ss 

1,88 

1750 


Milch 200 cem 
e : pro Tag 





v 2%) € Weizen 
ev IL Sp 


(7 => 
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Die chemische Analyse des Kotes und der Heureste ergab 
nachstehende!) 


Zahlen für die prozentische Zusammensetzung der 
wasserfreien Substanz. 









Rohfett 





Së  Rohfaser 
X Pentosane 


Ce 








Die Heureste Vers. I Periode 1 





j 
7,32 | 9 75 
„ ` Periode2| 7,10 , 9 40 
Kot. Vers. I Periode 1 7,62 | 7 27 
ý e Periode 2 7,28 | 8 .96 
a Vers. II Periode 1 14,94 | 5 65 
M 5 Periode 2 | 4,37 | 4 96 


Tabelle II. Berechnung der Futterausnutzung. 
Kaninchen D. Versuch I. Periode 1 (vor der Operation). 








N 
3 
= 

= 

4 





Rohfaser 
Stickstoff- 
freier 


Extraktsto 





om  Pentosane 





Q 





R 
D 


Verzehrt für ganzePeriode (8Tage) 
Heu 400 g 359,1/29,98'36,34| 88,88 |13,21137,35| 183,32 154,22 
Hafer 160g 145.413, za 99! 17,69 | 9,52! 5,12) 98,17119,07 

















In Heuresten 66 e 59,7] 437| 5 76 13,88 2,24 1.82| 29,97| 8,54 
Gesamtverzehr 444,8|39,32'45,57| 92,69 20,49134,65| 251,52 164,75 
Pro Tag 55,6! 4,91] 5,69| 11,59 | 2,56! 4.33! 31.44| 8,09 
Im Kot für ganze Periode 232,0g |213 ‚ol16. 2316,63) 67,73 | 6, ‚97129, 77| 91,76 145,54 
Pro Tag 26.6: 2,03 2.08) 8,47 | 0.87. 3.731 11.47| 5,68 
Verdaut für ganzen Versuch 231 en OO 29.04 24,96 |13,52| 4,78|159,76119,21 
Pro T 2,89 A0 3,12 | 1,69: 0,60] 19.97] 2,40 
Prozent 26.9 |68,0 118,9 | 63,6 |29,5 














Periode 2 (nach der N 


| 


Heu 400 g u. 160 g Hafer 504.543, met 33 





Verzehrt fürganzePeriode(8Tage) | 


va 



































106, 57 122,73 281,49 173,29 
In Heuresten 41 g | 37, N 2.63 3,34| 966| 1,29; 4,75] 18,07| 5,75 
Gesamtverzehr ‚99| 96,91 |21,44,37,72|263,42|67,44 
Pro Tag | 5,13: 5.99] 12,10 | 268| 471| 3293| 8,43 
Im Kot für ganze Periode 259,0 g 1944 7 19) 57| 80.75 | 7 ‚24!30,05| 107 ‚08 52,41 
Pro Tag 30,6) 2,25| 2,45) 10,09 0,91] 3,75| 13,38| 6,55 
Verdaut für ganze Periode 1222, 123,05|28,42| 16,16 |14,20| 7,67| 156,34 15,03 
Pro Tag 8! 2,88 3,55' 2.02 1,77| 0,95| 19,54, 1,88 
Prozent 56,1 160,0 16,7 |66,1 20,3 | 59,4 22.2 











1) Die Zusammensetzung des Hafers und Heu s. S. 161. 
12* 
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Versuch II Periode 1 (vor der Operation). 
Verzehrt fürganzePeriode(8 Tage) 


Hafer 400 g 363, ‚6134,20 
Im Kot für ganze Periode 110g 100,2! 4,95) 








| 





23,81|12,80|245, 5047, 70 
1,66,10,92) 50,20 29,75 


37,49 44,00 
5,31 132,11 


























Verdaut für ganze Periode 263,429, E 32,18 [11,89 22,15 1,88| 195 zum 95 
Pro Tag 32,9 3,65 4,02 | 1,48] 2,77, 0,23] 24,41] 2,24 
Prozent 85,5 | 85,8 127,0 (93,0 114,6 | 79,6 37,6 











Periode 2 (nach der Zen 
Verzehrt fürganzePeriode(8Tage) | D y 
Hafer 400 g 363,634,20 37, 49 44,00 Ge 81,12,80| 245,50 147,70 
Im Kot für ganze Periode 130 g |119,2 2 5 EE 5, 66 39, 76 | 1,14/11,11 61,52 135,88 





















































Verdaut für ganze Periode 124 129,67) 1,69 183,98 11,82 
Pro Tag 305| 3,62 3.98 0.53 | 283| 0.21) 23.00, 1.48 
Prozent 84,8 85,2 | 9,7 95,2 118,2 | 75,0 24,8 





Kaninchen E. 

Mit diesem Kaninchen sind wieder je zwei Versuche mit und 
ohne Blinddarm ausgeführt worden; der erste mit dem Gemisch 
von 40 g Weizen und 30 g Heu, der andere wieder mit 50 g Hafer 
pro Tag. Die Operation wurde am 7. März gemacht. Körper- 
gewicht vor der Operation 1850 g, nach der Operation 1650 g. 


Versuchsprotokolle. 
Kaninchen E. Versuch I. Periode 1 (vor der Operation). 
































| Harn 
| 
| =, D = + E ö k 
Futter = = |A 2 E K geg 
S e | 4| © |gewicht 
| È Ka SE = 
| cem |cem| g | g 
Zur ss u — e Gs el = m - 
Febr. 7 DO Milch 200 g | "du? 
„ 9., 10.| pro Tag | | 
ul a eisen | a 1920 
“12 . en | 
e 13. R 150 300 1, d 
e 14. s gei | 
> 15. à 100 | 300|1,00 
e 16. ? wenig 
d 17. d 70 GE 
e 18. e 30 
IO. 1 Milch 200 ccm 1915 
"on 33. pro Tag 





Pro Tag | 05 | ssbıal oa 4 | 0,4 





y vm 
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Versuch II. Periode 2 (vor der Operation). 


Februar N Milch 200 cem 



















Wa zi 
19.—2 pro Tag | | | GK: 
Februar24.| 50 g Hafer | | 1850 
3 VIe EI 
Do r ° n SA — | 
ge "St di | 12,0 30012, 05 
„38. À Le) 100 8,0 wenig Ga 
März 1. e | 12,5 
> ` I? 210 [19,5 ec | 
> $ n | 12,5 120 "a ‚ 
n 5) Milch 200 cem | so! 12 | | 1850 
n ê ` a H | 
> il Pro Tag | 105 | 


















e GER Si Een | 17,0 | 1650 
„m. $ r 160 |32,0 wenig ` 
a 8. k | | 41,0 _ 
e u = 208. 17,0 100 | 300 |1,62 
” 30. 5 | Hee V 190 37,0 169, Zr 
„ Al, e | | 20,5 wenig 
April 1. e | \ 900 [28,0 a | 
"Ae ` ` | | 17,0 70 300 (1,66 1690 
e n Milch 200 cem | | | 
za CR pro Tag | | | 
” 9 | | | 
Pro Tag | 69 [264 21,4 23 | joa 
EE 
(8 Tage) 
_ Versuch I. Periode 2. 
April3—5.| Milch | | KE? 
,  6.| 50 g Hafer — | 1670 
£ 7. ` wenig | 
3 i ` d , 
a 9. ” | | D ‚12 
Eat, (41,08, 120 Jz; 
SUR i | 
a7 $ 
a8. x 
rn | 
Da A8. 
eie. | 
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Für die chemische Zusammensetzung des Futters und des 
Kotes wurden folgende Zahlen gefunden (Prozente der Trocken- 
substanz): 











a | 5 S 5 © E BE- 3 

PiE S | a | € J834 $ 

= E 2 pa "ek f 

2 | Rn d A 

ECH CHERCHE 
en 7,62 10,06 | 28,10 | 3,72 | 6.90 | 51,22 | 17,75 
Kot. Versuch I. Periode 1 | 8,25 ı 9,62 | 38,80 | 4,32 | 6,95 | 40,31 | 26,60 


712 | 831 | 38,82 | 3,60 ! 8,09 | 41,18 | 26,70 
Versuch II. Periode 1 | 5,94 | 6,37 | 35,74 | 2,86 | 7,73 | 47,30 | 31,03 
„ m  „ 2 |510] 5,56 | 36,37 | 2,47 | 8,07 | 47,53 | 32,30 


Die Zusammensetzung des Hafers und Weizens s. S. 161. 


D bh L n 2 





Tabelle III. 
Kaninchen E. Versuch I. Periode I (vor der Operation). 













t R=) o Ki 
e ZS a Q S e.g = 
Sal 5 | S S ZS SS S 
oO. Ger Hi Ge = 
m Léi = 2 Re +3 & 
E" = | "7 SECH 
Elle EE E g E R 





V erzehrt fürganzel 'eriode(8 Tage) ` 





15 gi 96| 58,56 | 7,75 114,381 106,73 2 be 99 











Heu 235,5 g 208,4 

Weizen 320 g 1280,6126,29/30,34| 6,98 20.14 
Gesamtverzehr 90 0142 ‚1751, 20| 65,54 ge 99119, > 336, Se 57,13 
Pro Tag | 61,1 5,27| 6,40| 8,19 | 2,00] 2,42) 42,11| 7,14 














Im Kot für ganze Periode 158,0 g '144,6j11,93|13,91| 56,10 | 6,24/10,05| 58,29 138,46 
Pro Tag | 18,1] 1,49| 1,74| 7,01 | 0,78) 1,25! 7,28| 4,81 
Verdaut für ganze Periode 1344,430,24|37,29| 9,44 | 9,75| 9,27|278,56 18,67 
Pro Tag 43,0] 3,78| 4,66 1,18 | 1,22] 1,16| 34,82| 2,33 
Prozent 71,7 172,8 | 14,4 |61,0 148,0 | 82,7 182,7 























Periode 2 (nach der Operation). 





























Verzehrt für ganzel 'eriode (RTage) | | | 

Heu 238 g 210,6,16,05: 21 19 59,18 | 7,83 14, 5 107,86 37,38 
Weizen 320 e 280,6 26, 29 ‚30,34 6,98 8, 24 | 4, 94, 230,12 120,14 
Gesamtverzehr 491, 2 42, 3451 53 66, 16 16 ‚07119, 47 337, 98 57, 52 
Pro Tag | 61,4 SEH 6,44| 8,27 | 2 01 2,43, 42,24| 7,19 
Im Kot für ganze Periode 170 e 152,510 ‚86112,67| 59,20 | 5. 49|12, 34| 62,80140,71 
Pro Tag KE 19,1! 1,36; Lën 7,40 | 0,68) 1,54| "89120 














338,7 í; 31. 48 38, 86 6,96 10, 58 T, 131275, 18 16, 81 








Verdaut für ganze l’eriode 
Pro Tag 42,31 3,93! Asp 0,86| 1,32 089 34,39| 2,10 
Prozent 714 175,4 | 10,5 65,6 36,6 | 81,4 129,2 





H 
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Versuch II Periode 1 (vor der Operation). 
Verzehrt fürganzePeriode(8Tage) 
Hafer 396 g 


Pro Tag 
Im Kot für ganze Periode 104,0 g 







360,0 a 43,56 23,58112,67| 243,07 |47,23 
45,0] 4,24| 4,644 5,44 | 2,94| 1,58] 30,38] 5,90 
94,1) 5,59; 5,99; 33,63 44,51 29,20 


Pro Tag 11,8] 0,70| 0,75] 4,20 5,56| 3,65 
Verdaut für ganze Periode '265,9128,36131,13| 9,93120,89 5,40| 198,56 | 18,03 
Pro Tag | 33,2] 3,541 3,89) 1,24] 2,61| 0,67| 24,82] 2,25 
Prozent 88,6 |83,8 | 22,8 |88,6 |42,6 | 81,6 |38,2 




















Periode 2 (nach der Operation). 










Verzehrt fürganzePeriode(8Tage) 

Hafer 359 g 326,3130,77|33,64| 39,48 

Pro Tag 40,8| 3,84] 4,21] 4,93 | 2,67| 1,43| 27,54| 5,35 
Im Kot für ganze Periode 110,5 g IA 5,12| 5,58| 36,51 | 2,48) 8,10] 47,72|32,43 
Pro Tag 12,5) 0,64| 0,69) 4,56 | 0,31| 1,06| 5,96! 3,05 
Verdaut für ganze Periode 225,9j25,65|28,06| 2,97 [18,89] 3,38] 172,60 110,38 
Pro Tag 28,2| 3,20) 3,51} 0,37 | 2,36) 0,42] 21,57; 1,30 
Prozent 83,3 |83,6 | 7,6 88,4 129,4 | 78,8 |24,2 


























Die wichtigsten Resultate der oben mitgeteilten Versuche 
zusammenstellend, erhalten wir die Tabelle der Verdauungskoeffi- 
zienten auf Seite 170 und 171. 


Alle acht Versuche zeigen uns übereinstimmend, daß die Ver- 
daulichkeit der Rohfaser und Pentosane durch die Ausschaltung 
des Blinddarmes der Kaninchen stark verringert wird, besonders 
bei der Verfutterung des Hafers. Bei diesem letzten Futter wurde 
eine Erniedrigung der Verdauungskoeffizienten für die Rohfaser 
auf weniger als die Hälfte, für die Pentosane fast um ein Drittel 
beobachtet. Die Ausnützungsfähigkeit der übrigen Bestandteile 
des Futters war indessen bei allen Rationen und allen Versuchs- 
tieren fast unverändert geblieben 

Immerhin sprechen die Mittelwerte dafür, daB auch die Aus- 
nutzung der Mineralstoffe und der stickstofffreien Extraktstoffe 
durch den Blinddarm merklich verbessert wird. Diese Verbesserung, 
welche weit geringer ist als die Verbesserung der Ausnutzung der 
Rohfaser und der Pentosane dürfte eine Folge der vollkommeneren 
AufschlieBung der Cellulosemembrane sein. 

Esistalsonotwendig,denBlinddarm bei Kaninchen 
als ein spezifisches Organ für die Digestion und Resorp- 
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Tabelle 
Verdauungs- 
Kaninchen A | Kaninchen B Kaninchen C 
50 g Hafer X g Weizen 2 g Weizen 
15 g Heu 30 g Heu 30 g Heu 50 g Hafer 
Vor d. [Nach d.f Vor d. | Nach d.| Vor d. | Nach d.| Vor d. | Nach d. 
Operat. Operat.| Operat. | Operat.| Operat. | Operat. Operat. | Operat. 
Eiweiß . . .| — — — 79.8 
Rohprotein . . I 42,5 | 44,6 | 62,2 78,6 
Rohfaser . . . 8,8 4,2 | 42,8 10,5 
Rohfett . . . | 72,8 | 76,1 | 66,0 88.9 
Asche. . . .| 25,0 | 25,4 | 22,4 9.6 
Stickstofffreier 
Extraktstoff | 70,1 | 72,8 | 83,0 Til 
Pentosane . .| 17,8 | 18,2 | 50,0 26,2 





tion der Rohfaser und Pentosane zu betrachten, oder 
wenigstens diesem Organe eine bestimmte, nützliche 
Rolle für die Ausnützung von cellulosehaltigen Sub- 
stanzen zuzuschreiben. Bei jedem Versuch hat die Aus- 
schaltung des Blinddarmes die Vergrößerung der Kotquantität zur 
Folge und zwar immer auf Kosten der Rohfaser und zum Teil 
der Pentosane. 

Als indirekte Bestätigung der Wichtigkeit des Blinddarmes 
für die Verdauung mag folgendes Ergebnis der Sektion eines 
Kaninchens acht Monate nach der Operation dienen. Bei diesem 
Kaninchen ergab es sich, daß der ausgeschaltete Blinddarm voll- 
ständig atrophiert war. Er hatte sich auf weniger als die Hälfte 
der normalen Länge verkürzt. Was jedoch den nachgebliebenen 
Teil des Blinddarms anbetrifft — vom tauben vernähten Ende 
bis Anfang des Colon —, so zeichnet sich dieser Teil durch 
außergewöhnlich erweiterte Dimensionen aus. Zum Vergleich 
desselben mit den entsprechenden Darmteilen eines normalen 
Kaninchens, welches gleichzeitig mit dem operierten seziert 
sich lange Zeit von demselben Heu genährt hat, ergab sich fol- 
gendes: Die Schnittstelle des Blinddarms lag 4 cm vor der Ein- 
mündung des Ileum und das zurückgebliebene Ende bis Anfang 
des Colon betrug 11 cm. Beim operierten Kaninchen erreichte 
dieser Darmteil acht Monate nach der Operation eine Länge von 
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IV 
Koeffizienten 
Kaninchen D Bars E Mittel aller 
N g Hafer 40 g Weizen 8 
50 g Heu 50 g Hafer 30 g Heu 50 g Hafer Versuche 
Vor d. | Nach d.f} Vor d. | Nach d.] Vor d. | Nach d.| Vor d. |Nachd.]| Vor d. | Nach d. 
Operat. | Operat. | Operat. | Operat.| Operat. | Operat. | Operat. | Operat.} Operat. | Operat. 
58.8 
63,5 
26,9 
66,0 
13,9 
63,6 TIT | 75,0 
29,5 35,8 | 27,6 


16 cm, wobei der Abschnitt von der Einmündung des Ileum sich 
ums doppelte verlängert hatte und 8 cm maß. Das Gewicht 
dieses Darmteiles mit dem Inhalt betrug beim normalen Kaninchen 
20 g und das Volumen 50—60 ccm, während bei dem operierten 
der zurückgebliebene Teil 110 g wog und sein Volumen 280 ccm 
betrug. Eine so bedeutende Entwickelung des zurückgebliebenen 
Darmteiles kann nur als ein Bestreben des Tieres, sich der Ver- 
dauungsbedingung anzupassen, aufgefaßt werden. Zum Teil dürfte 
der in Verbindung gebliebene Teil des Coecums des operierten 
Tieres die Funktion des exstirpierten Blinddarms übernommen 
haben. | 

Zum Schluß erachte ich es als eine angenehme Pflicht, Herrn 
Geheimrat Prof. N. Zuntz meinen aufrichtigen Dank für die 
Anregung zu dieser Arbeit und für alle Ratschläge und Anlei- 
tungen auszusprechen, die er mir während der Ausführung der- 
selben zuteil werden ließ. 

Ich möchte auch meinen innigsten Dank Herrn Prof. A. S. 
Sanozky (Nowo-Alexandria) und Herrn Dr. W. Caspari für 
ihren Beistand bei der Ausführung der ersten Operationen aus- 
sprechen. 





Ergebnisse neuerer Forschungen über Milchserum. 


Von 
F. Landolt. 


(Aus dem Universitätslaboratorium zu La Plata bei Buenos-Aires.) 


(Eingegangen am 11. April 1907.) 


Ich habe in den Berichten der Argentinischen medizinischen 
Gesellschaft von 1903, Band 10, 880, sowie in der Argentina 
Medica von 1905 Arbeiten über Kuhmilch, Kefir, Stutenmilch 
und Frauenmilch veröffentlicht und bin dabei zu folgenden 
Schlußfolgerungen gelangt: 

„In jeder Milch treffen wir eine gewisse Menge eines Kohle- 
hydrates, das ‚Lactosin‘, welches ohne Wirkung auf das polari- 
sierte Licht ist, welches mit Bierhefe nicht vergärt, welches aber 
die Fehlingsche Kupferlösung stark reduziert.‘ 

„In der Menstrustionsmilch der Frauen befindet sich ein 
stickstoffhaltiger, mit einem Kohlehydrat gepaarter Körper, 
das ‚Azolaktin‘, welches bei der Hydrolyse mit Salzsäure das 
‚Azolactosin‘ liefert, das das polarisierte Licht nach rechts 
ablenkt, das die Fehlingsche Kupferlösung reduziert, welches 
aber nicht gärungsfähig ist.‘ 

„Außer diesen nicht gärungsfähigen Kohlehydraten finden 
wir in jeder Milch, und vorzüglich in der Menstruationsmilch der 
Frauen, einen direkt gärungsfähigen Zucker, die Lactoglucose.“ 

„Das Lactosin wirkt im Gegensatz zu dem Azolactin nicht 
auf das polarisierte Licht, scheint aber diese Eigenschaft bei der 
Hydrolyse in einem gewissen Grade zu erlangen.“ 

Da die gewöhnliche Methode der Milchanalyse nicht hin- 
reicht, um diese verwickelten Probleme zu lösen, so habe ich 
mir eine neue Methode, gestützt auf die fraktionierte Fällung 
des Milchserums, ausgearbeitet, die unter gewissen, später an- 
zugebenden speziellen Bedingungen mir die gewünschten Resultate 
geliefert hat. 
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Dieses Studium erstreckt sich vorläufig allein auf einen Liter 
Kuhmilch, und der analytische Gang war folgender: Nach erfolgter 
spontaner Koagulation der Milch an der Luft wird filtriert. 
Das Koagulum wird mindestens dreimal mit Wasser gut durch- 
gerührt und gewaschen und schließlich durch ein Tuch gepreßt. 

Das Gesamtmilchserum wird zum Sieden erhitzt und das 
abgeschiedene Albumin (Rückstand Nr. 1) gesammelt, getrocknet 
und gewogen. Die filtrierte Flüssigkeit wird nun auf dem Wasser- 
bade zur Trockne eingedampft und dann wieder in Wasser gelöst. 
Ein Teil bleibt immer in diesem Falle ungelöst, es ist dies das 
Caseoalbumin oder der Rückstand Nr. 2. 

Das auf diese Weise von Casein, Fett, Albumin und Caseo- 
albumin befreite Serum wird nun zu einem Liter ergänzt, und 
damit wird weitergearbeitet. 

Wir sehen in den entsprechenden Tabellen, daß die polari- 
metrische Ablenkung für die ganze Milch und für das Serum der 
mit Essigsäure koagulierten Milch ungefähr die gleiche ist. Was 
den Reduktionskoeffizienten anbelangt, so ist derselbe so ziemlich 
der gleiche für die beiden Lösungen vor und nach der Hydrolyse. 
Die Gärung gibt ebenfalls ungefähr die gleiche Quantität ver- 
gärungsfähigen Zucker nach der Hydrolyse der beiden Flüssig- 
keiten, nämlich ungefähr 20°%/,9- 

Ferner sei bemerkt, daß das Serum von spontan an der Luft 
koagulierter Milch viel weniger reduziert als das Serum der 
mit Essigsäure koagulierten Milch. Den Grund dafür werde ich 
später angeben. 

Zu bemerken ist noch, daß bloß in dem Falle, wo wir den 
Reduktionskoeffizienten in Glucose umrechnen, die erhaltene 
Zahl mit der Polarimeterangabe übereinstimmt, während, wenn 
wir den Reduktionskoeffizienten in Milchzucker umrechnen, 
diese Zahl viel höher ist als die Polarimeterangabe. 

Betrachten wir nun die nach meiner Methode der fraktio- 
nierten Fällung erhaltenen Resultate: 

Jede der sechs Hauptfällungen erfuhr drei neue Fraktionie- 
rungen, so daß wir es im ganzen mit 18 Partialfällungen zu tun 
haben. 

Die ersten drei Subfraktionierungen der I. Hauptfällung 
erwiesen sich als ziemlich übereinstimmend in ihren Eigen- 
schaften. Es sind dies Substanzen, die eine stark saure Reaktion 
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aufweisen, stark stickstoffhaltig sind und die, ungefähr ein Drittel 
des Trockenrückstandes ausmachend, mit den Substanzen der 
anderen Hauptfällungen nur wenig Ähnlichkeit haben. 

Diese stickstoffhaltigen Substanzen reduzieren ziemlich gut 
die Fehlingsche Kupferlösung, sind aber nicht gärungsfähig, 
auch nicht nach der Hydrolyse. 

Somit sehen wir hier schon die Gegenwart eines Körpers, der 
Fehling reduziert, der das polarisierte Licht ablenkt, der aber 
nicht vergärt. Es ist dies sehr wahrscheinlich das von mir bereits 
erwähnte Azolactosin. 

Der Gesamttrockenrückstand (auf dem Wasserbade) der drei 
Partialfraktionierungen der I. Hauptfällung ist gleich 14,88 g. 

Für die II. Hauptfällung repräsentieren die stickstoffhaltigen 
Substanzen bloß noch ein Zehntel des Gesamttrockenrückstandes. 
Hier wird alles anders. Der größte Teil des Trockenrückstandes 
besteht aus einem Kohlehydrat, dessen Reduktionskoeffizient, 
in Glucose umgerechnet, sehr genau mit der Polarimeterangabe 
übereinstimmt, während — in Lactose umgerechnet — die erhal- 
tene Zahl viel höher ist als die Polarimeterangabe und selbst 
viel höher als der Totaltrockenrückstand, was offen- 
bar unmöglich ist. Hier gibt die Gärung ungefähr die Hälfte 
der vom Polarimeter angezeigten Zuckermenge an. 

Bei der I. Hauptfällung ist die Ausbeute an Osazon im ganzen 
sehr gering, und dasselbe ist nicht oder schlecht kristallisiert, 
während wir bei der II. Hauptfällung im Gegenteil ein pracht- 
volles, in schönen, großen, goldgelben Schuppen kristallisierendes 
Osazon bekommen, 

Für die III. Hauptfällung haben wir ebenfalls noch ein 
ziemlich gut kristallisierendes Osazon, aber weniger charakte- 
ristisch und in geringer Ausbeute. 

Der Gesamttrockenrückstand der drei Fraktionierungen der 
II. Hauptfällung beträgt, auf dem Wasserbade getrocknet, 25,535 g. 

Bei der III. Hauptfällung sind die stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen noch mehr zurückgegangen. Hier sehen wir für die 
l. Partialfraktion die Polarimeterangabe mit der Reduktions- 
angabe, in Glucose umgerechnet, gut übereinstimmen, während 
in Lactose umgerechnet, die erhaltene Zahl ungefähr 
dem doppelten Werte des Trockenrückstandes ent- 
sprechen würde, was offenbar nicht sein kann. Ebenfalls 
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gibt hier nach der Hydrolyse die Gärung ungefähr die Hälfte 
der vom Polarimeter angezeigten Zuckermenge an. 

Was die Osazone anbelangt, so haben wir hier drei ver- 
schiedene Kristallisationen, was sich leicht daraus erklärt, daß 
die 3. Partialfraktion der II. Hauptfällung noch einen Trocken- 
rückstand von 7,20 g aufweist. Es wäre damit angezeigt gewesen, 
noch eine 4. und vielleicht noch eine 5. Partialfraktion zu ge- 
winnen, um einen zu vernachlässigenden Trockenrückstand zu 
erhalten. Dies ist der Grund, warum wir für die 3. Partialfraktion 
der II. Hauptfällung ein Kohlehydratgemenge haben, das den 
Hauptgruppen II und III gleichzeitig angehört. 

Bei der III. Hauptfällung haben wir für die 2. und 3. Fraktion 
sehr wenig optisch aktive Substanz. Der Reduktions- 
koeffizient, in Glucose umgerechnet, gibt eine Zahl, die mit 
dem Gesamttrockenrückstand übereinstimmt, und außerdem gibt 
hier die Gärung für die nicht hydrolysierte Lösung vor- 
züglich gute Resultate, indem der Rückstand vollständig 
vergärt. 

Der Gesamttrockenrückstand der drei Partialfraktionen der 
III. Hauptfällung ist gleich 13,4183 g. 

Wenig ist zu sagen über die IV. und V. Hauptfällung. Er- 
wähnen wir bloß, daß die Reduktion hier sehr schwach ist, daß 
die Ablenkung des Polarimeters für die Hauptfällung V null 
oder nahezu null ist, daß dagegen der Gesamtrückstand voll- 
ständig vergärt. 

Der Trockenrückstand der IV. und V. Hauptfällung ist 
gleich 0,1853 g. 

Die VI. Hauptfällung gibt nach der Hydrolyse eine optisch 
aktive Substanz, die fast gar nicht reduziert und die vollständig 
gärungsunfähig ist. 

Der Trockenrückstand der VI. Hauptfällung ist gleich 0,3632 g. 

Summieren wir alle Trockenrückstände der Hauptfällungen, 
so erhalten wir die Summe von 54,555 g. Fügen wir das Fett, 
das Casein, die Rückstände 1 (Albumine) und 2 (Caseoalbumine) 
hinzu, so erhalten wir die Zahl 206,861 g, die ziemlich gut mit 
dem Trockenrückstand der Gesamtmilch, 204,00 g, übereinstimmt. 

Was den ‚grauen‘ Zustand der hydrolysierten Milch und 
der eiweißhaltigen Flüssigkeiten im allgemeinen anbelangt, und 
über den ich schon anderswo berichtet habe, so beruht derselbe 


176 F. Landolf: 


offenbar auf einer Disgregation der Eiweißmoleküle, das heißt 
auf einer unvollständigen Lösung der dissoziierten Eiweiß- 
komponenten. In diesem Falle ist die Flüssigkeit zwar voll- 
ständig klar, hat aber einen mehr oder weniger ausgeprägten 
Stich ins Graue und ist infolgedessen im polarisierten Licht 
stark rosarot gefärbt. Durch Behandeln mit Tierkohle wird 
die Flüssigkeit zwar heller, zeigt aber immer noch im Rohr eine 
pfirsichblütenrote Farbe, die nun fast vollständig durch Klären 
mit salpetersaurem Quecksilberoxyd verschwindet. Es sind 
offenbar diese molekularen Partikelchen auf der Grenze der 
materiellen Molekeln und der vollständigen kontinuierlichen 
Lösung, die das polarisierte Licht in roter Farbe erscheinen 
läßt. Ich nenne diesen eigentümlichen Zustand den grauen 
oder polaren Zustand einer Flüssigkeit, obgleich natürlich von 
polar-aktiven Körpern im engeren Sinne hier nicht die Rede ist. 


Kuhmilchanalyse vom 10. Oktober 1905. 
(Gesamtmilch.) 


Trockenrückstand im Luftbade . . . . 2... 204,009; 0 
Asche 3:3. 8, DS ee ee e d. DO dee l 
CHION EE 0,4137 0 
Chlor unter Zugabe von chlorfreiem kohlensauren 

Natron =... & e 2.008 EEE ër E 0,6185%/ 9 


1. Polarimeter, Gesamtmilch. 
25 cem Milch + 25 ccm salpetersaures Quecksilberoxyd. 
Ablenkung: D = +34,87°. 
Gesichtsfeld: gelb, mit einem Stich ins Grüne. 
Interferenzlinien: vollständige Auslöschung rechts. 
Ablesung: sehr genau. 

2. a) Reduktionskoeffizient der Gesanıtmilch in 


Kupferoxyd . .. 22.2 222000. 65,00°0/00 
Entsprechend Glucose `... 29,550/00 
Entsprechend Lactose . ....... 39,950/00 


b) Reduktionskoeffizient des Milchserums 
der spontan an der Luft koagulierten 


Mile gu 20.00 8 208 9 ee e A 38,840 oe 
Entsprechend Glucose . ....... 17,650/00 
Entsprechend Lactose . . ...... 23,86°%/ 06 


3. Gärung der Gesamtmilch: null. 
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Hydrolyse der Gesamtmilch mit Salzsäure 
(100 ccm Gesamtmilch + 5 ccm konz. Salzsäure 75 Stunden auf 
dem Wasserbade erwärmt.) 
l. Polarimeter. 
a) Serum, geklärt mit salpetersaurem Quecksilberoxyd, 
Ablenkung: D = +31,72%/,9 - 
Gesichtsfeld: pfirsichblütenrot. 
Interferenzlinien: wenig sichtbar rechts. 
Ablesung: genau. 
b) 100 ccm Gesamtmilch + 10 ccm Salzsäure. Serum 
geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = + 33,330/90- 
Gesichtsfeld: intensiv rot. 
Interferenzlinien: gut sichtbar in beiden Feldern, Ab- 
lesung ganz sicher. 


UngelösterHydrolysenteil: Fett, Casein und Albumin. 
a) 100 ccm Milch + 5 ccm HO. Filtration schwierig 


und langsam. 

Trockenrückstand im Luftbade . .. . . 138,879/ 90 

tte, ar ag a E e E e H. LOD lg 

Fett alen, %- = A. =. wur ek ee 124,109/ 90 

Ungelöstes Casein und Albumin . .... 13,969/ 0 

b) 100 ccm Milch + 10 ccm HCl. Filtration leicht und 
rasch. 

Trockenrückstand im Luftbade . . . . . 130,149/,9° 

ASONG: cu: a. a ren a er a a 8,809) 00 

Fett allein A ouer 0.8 u RE 125,460/ 0 

Ungelöstes Casein und Albumin . . . . .  3,800/% 

2. ReduktionskoeffizientinKupferoxyd: 

a) 100 ccm Milch +5ccm HCl. . . .CuO 101,409/,0 
Entsprechend Glucose . . . ..... 46,099 / 90 
Entsprechend Lactose . . . 2...» 62,319/ 90 

b) 100 eem Ganzmilch + 10 ccm HO CuO 79,840/9 
Entsprechend Glucose . . . 2... 36,299) 90 
Entsprechend Lactose . . . ..... 49,069/ 0 


Wir sehen hier, daß ein zu großer Überschuß von Salzsäure 
einen beträchtlichen Teil der reduzierenden Substanzen bei der 
Hydrolyse zerstört. 
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3. Gärung: vollständig beendigt in 48 Stunden mit frischer 
Bierhefe und bei 40° C. 
a) 100 ccm Gesamtmilch + 5 cem HCl. 


I. II. III. 
1,0ccm 2,5cem 5,0 cem 
Glucose . ..... 29,0% 0  20,5%/ 0  21,609%/g0 
b) 100 eem Gesamtmilch + 10 cem HCl. 
I. II. III. 
1, 0ccm 2,5 ccm 5,0 ccm 
Glucose . ..... 20.00/00 21,6%  21,2%/ 0 


Daraus ergibt sich, daß ein Überschuß von Salzsäure den 
gärungsfähigen Zucker nicht angreift, sondern bloß einen Teil 
der anderen reduzierenden Substanzen, wie dies bei der Reduktion 
ersichtlich ist. 


Bestimmung des Fettes, des Caseins, des Albumins und des 
Caseoalbumins in 100 eem Gesamtmilch, die zu 500 cem verdünnt 
und mit Essigsäure koaguliert ist. 


Me ër Aë er A at ee ee re 116,089/ 0 

Fettfreies Casein . ... 2:2. 2 2 2 2 ne. 28,056%/ 0 
Albumin, Rückstand Nr. 1. ....... nn 3828) 
Caseoalbumine, Rückstand Nr 2... a... 4,4220/ 0 


| Das Serum dieser Milch, minus Rückstände I 
und II, gibt folgende Resultate: 


Trockenrückstand im Luftbade . .. .. 45,819/90 

Asche i p 2: ee ae ee ee 5,060/00 
1. Polarimeter, geklärt mit NO, Hg. 

Ablenkung: D = +32,05°/,o- 

Gesichtsfeld: gelbgrün. 

Interferenzlinien: vollständig. 

Auslöschung: rechts. 

Ablesung: sehr genau und sicher. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO . . .  68,480/00 
Entsprechend Glucose `, . , 31,139/ 50 
Entsprechend Lactose . . . . . 2.2... 42,089/ 0 

3. Gärung mit frischer Bierhefe in 48 Stunden 

bei 40° C. 


(alucose u wesen ee A 14,409/ 50 
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Hydrolyse dieses Serums. 
(50 ccm + 2,5 ccm HOI.) 


l. Polarimeter, geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = +35,7810%/,0- 
Gesichtefeld: gelbgrün. 
Interferenzlinien: fast vollständige. 
Auslöschung: rechts. 

Ablesung: sehr genau und sicher. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . . 86,40% 
Entsprechend Glucose. . . . . ee a 39,27%/0 
Entsprechend Lactose. . . . 2.2.2... SELWER 

3. Gärung. I. II. II. 

Leem 2,5 cem 5,0 ccm 
Glucose ...... 22,0%/90 ` HO. Bing  19,209%/ 0 


Prüfung des Serums nach meiner Methode der fraktionierten 


Fällung. 

I. Hauptfällung 1. Fraktion 
Trockenrückstand auf dem Wasserbade . . . . . 10,4354 g 
Wurde in 250 ccm Wasser gelöst und diese Lösung 

analysiert- s -ea in Be 41,74169/,0 
Trockenrückstand im Luftbade bei 95° während 

48 Stunden. . . 2.2 2 2 2 220. 30,779/00 
Asche `, nasa aa ie re EE 6,779/90 
Organische Substanz . . . 2.22 222000. 24,00%/ 0 


1. Polarimeter, geklärt (defekiert) mit salpetersaurem 
Quecksilberoxyd. 
Ablenkung: D = —3,50% 0. 
Gesichtefeld: pfirsichblütenrot. 
Interferenzlinien: sehr wenig sichtbar rechts. 
Ablesung: sehr genau. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . . 14,76% 


Entsprechend Glucose. . . ....... 6,710/00 
Entsprechend Lactose. . . .. ..... 9,070/00 
3. Gärung: null. 
4. Säuregrad oder Acidität in Salzsäure . .  3,659%/g0 
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5. Gesamtstickstoff . . . . 2. 2 .2.2.. 1,4039%/ 90 
Entsprechend Stickstoffsubstanz . . . . . 9,350/ 90 
Hydrolyse. 
(100 ccm + 5 ccm HCl.) 
Trockenrückstand im Luftbade `, . . . ..... 31,500/90 
Asche: s ece a w a er a re Aer 7,909%/ 90 
Organische Substanz . . . 2.22 222000. 23,609/ 0 
1. Polarimeter, geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D=+ 4,15% .- 
Gesichtsfeld: gelb. 
Interferenzlinien: sichtbar in beiden Feldern. 
Ablesung: sicher. 

2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . . 16,96%), 
Entsprechend Glucose `, . . . . 2.2... 7,579/90 
Entsprechend Lactose. . . . ...... 10,230/ 90 

3. Gärung, Glucose . .. 2.2 2220. 1,000/00 

I. Hauptfällung 2. Fraktion. 
Trockenrückstand auf dem Wasserbade . . .. . 3,41g 
Wurde in 100 com Wasser gelöst . . . ..... 34,10% 00 

Analyse dieser Lösung: 
Trockenrückstand im Luftbade `, . . . 2... 29,889) ,0 
ASCHE: o spasma ER RE ër A E 4,36%/ 0 
Organische Substanz . . 2... 2 222200. 25,520) ,0 
1. Polarimeter, geklärt mit NO,Hg. 

Ablenkung: D = +4,70% g0- 

Gesichtsfeld: gelb-rot. 

Interferenzlinien: sehr wenig sichtbar rechte. 

Ablesung: ganz genau. 

2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . . 25,68%) 0 
Entsprechend Glucose. . . . 2.2.2... 11,679/g0 
Entsprechend Lactose . . . . . 2 22 .. 15,789/ 00 

3. Gärung: null. 

4. Säuregrad in Salzsäure . ....... 1,460/00 

5. Gesamtstickstoff e, 0,2819/0 


Entsprechend Stickstoffsubstanz . . . . . 1,756°/ 90 
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Hydrolyse. 
(50 cem + 2,5 ccm HCl.) 
Trockenrückstand im Luftbade . . ....... 25,06%) 0 
ASCHE e ee ae ae ee 4,320/,0 


Organische Substanz . . . oe oo yo a a 21,640/0 


1. Polarimeter, geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = + 10,450/0- 
Gesichtsfeld: gelb. 

Interferenzlinien: vollständig. 
Auslöschung: rechts. 
Ablesung: sehr genau und sicher. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . .  31,520/% 
Entsprechend Glucose . `... 14,330/00 
Entsprechend Lactose. . . .. h.. 19,379/ 90 

3. Gärung, Glucose . . 2.2 2 2 2 220. 4,0090 


I. Hauptfällung 3. Fraktion. 
Trockenrückstand auf dem Wasserbade . . . . . 1,034 g 
Wurde in 100 ccm Wasser gelöst `, `... 10,349) 50 


Analyse dieser Lösung: 


Trockenrückstand im Luftbade . . . ...... 8,369) ,0 
ASCHE mopoa a e Ws rare a rn at Dede ka 1,149/ 0 
Organische Substanz . 2. 2 2 2 2 m m 2 22. 7,220/ 90 
1. Polarimeter fehlt. | 
2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . .  5,920/ 
Entsprechend Glucose. . . . . 2.2... 2,699/ 0 
Entsprechend Lactose. ... ...... 3,649/ 50 
3. Gärung: null. 
4. Säuregrad in Salzsäure . . . . 2... 0,3650/ 90 


5. Gesamtstickstoff fehlt. 


Hydrolyse. 
(50 ccm + 2,5 ccm HCl.) 
Trockenrückstand im Luftbade `, . . . . 2... 7,649/ 90 
Asche. s-a x: 2 Ka. 2a A e e 1,249/ 0 
Organische Substanz . . . 2.2. 222 222.0. 6,409/ 90 
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1. Polarimeter, geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = +2,20%%0- 
Gesichtefeld: gelb. 
Interferenzlinien: vollständige Löschung rechts. 
Ablesung: außerordentlich genau. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . .  7,280/,0 
Entsprechend Glucose. . ... 2... SEIN 
Entsprechend Lactose. . . .. aaa. 4,470/00 


3. Gärung fehlt. 


II. Hauptjällung 1. Fraktion. 
Trockenrückstand auf dem Wasserbade . . . . . 11,228 g 
Wurde in 250 ccm Wasser gelöst . . . ..... 44,9129/ 0 


Der Rückstand ist gelb-rot. Bei der Lösung bildet sich in 
der im Anfang noch wenig gelösten Substanz eine rote wässerige 
Flüssigkeit. Der vorläufig zum größten Teil noch ungelöste Rück- 
stand ist fast farblos, aber beherbergt in der Masse noch rote 
Inseln. Mit mehr Wasser und in der Wärme löst sich nach und 
nach fast alles auf, mit Ausnahme von ein klein wenig einer 
gelb-roten Substanz im Gewichte von bloß 0,013 g. 

Wir haben es somit hier mit einem Gemenge von mindestens 
zwei verschiedenen Körpern zu tun, die zu isolieren und zu analy- 
sieren ich versuchen werde, was offenbar nicht schwierig sein wird. 


Analyse dieser Lösung. 


Trockenrückstand im Luftbade `, . . . 2. 2... 33,049/ 0 
VT a ar ie ea ee ee er ee 2,660/,0 
Organische Substanz . . . 2.2 2222000. 30,380/00 


1. Polarimeter. ` 
a) Geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = +21,20%/,0- 
Gesichtsfeld: grünlich. 
Interferenzlinien: sichtbar in beiden Feldern. 
Ablesung: etwas schwierig, aber doch sicher. 
b) Lösung nicht geklärt und bloß etwas entfärbt mit 
Tierkohle. 
Ablenkung: D = + 16,50%) 0- 
Gesichtsfeld: rosenrot. 
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Interferenzlinien: vollständig. 
Auslöschung: rechte. 
Ablesung: sehr genau und sicher. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . . 45,920/,0 
Entsprechend Glucose. . . . 2.2.2... 20,879/n0 
Entsprechend Lactose. . . . 2.2.2.2... 28,220/ 0 

3. Gärung, vollständig beendigt in 48 Stunden. 

Glucose s-a s soere e ee er OK (WE 

4. Gesamtstickstoff . . . . 2. 2 2 2.0. 0,54909/ 0 
Entsprechend Stickstoffsubstanz . . . . . 3,4300/00 

5. Säuregrad in Salzsäure . . ...... 0,730%/ 0 


6. Osazon. Gelb amorph, spez. leicht. 
Getrocknet und pulverisiert: orangefarbig. 
Schmelzpunkt: 180—183°. 


Hydrolyse. 
(100 com + 5 ccm HCl.) 
1. Polarimeter, geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D= + 28,580/,0. 
Filtrat vollständig klar, aber noch ein wenig gelb gefärbt. 
Gesichtsfeld: gelb. 
Interferenzlinien: sehr ausgeprägt in beiden Feldern. 
Ablesung: sehr schwierig. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . . 61,80%/ 
Entsprechend Glucose. . . . .2..... 28,100/,0 
Entsprechend Lactose. . . . 2.2... 37,999%/ 90 

3. Gärung (Glucose) . . . 2. 2 22220. 10,009) 0 


4. Osazon: gelb amorph. Getrocknet und pulverisiert: 
intensiv gelb und sehr weich unter dem Mörserpistil. 
Schmelzpunkt: 187°. 


II. Hauptfällung 2. Fraktion. 


Trockenrückstand auf dem Wasserbade . . . . . 7,104 g 
Wurde in 250 com Wasser gelöst `, . . »..... 28,4280/ 0 
Analyse dieser Lösung: 
Trockenrückstand im Luftbade . . . . . 2... 22,90% 0 
ASCHE: e See u cr ken Aa EE iur ae a er ar 1,00%) 90 
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1. Polarımeter. 
a) Geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = + 18,90°/%0- 
Gesichtsfeld: gelb. 
Interferenzlinien: sehr ausgeprägt in beiden Feldern. 
Ablesung: sehr schwierig. 


b) Natürliche Lösung ohne Klärung. 
Ablenkung: D = +15,37%/ 90- 
Gesichtsfeld: intensiv rot. 
Interferenzlinien: fast vollständig. 
Löschung: rechts. 

Ablesung: sicher und genau. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . .  36,640/0 
Entsprechend Glucose. `... 16,65°/,0 
Entsprechend Lactose . . . . 22.2... 22,510/0 


3. Gärung: fast null in den ersten 18 Stunden und gärt 
bloß erheblich nach 24 Stunden. 


I. II. 
Boom 10 ccm 
Glucose . . aooaa ať 4,80%/ 95  5,200/00 
4. Gesamtstickstoff . . . 2.2. 222.0. 0,4529) 0 
Entsprechend Stickstoffsubstanz . . . . . 2,830/ 0 
5. Säuregrad in Salzsäure . . ...... 1,460/n0 


6. Osazon. Gibt wenig Osazon. Ist gelb und amorph. 
Getrocknet und pulverisiert: gelb. 
Schmelzpunkt: 190—192°., 


Hydrolyse. 
(100 cem + 5 ccm HCl.) 
Trockenrückstand im Luftbade . . . . . 2... 17,569/ 90 
ABCDE: A ea un. car: ne ee ee ee R 1,419/ 90 
Organische Substanz . . 2.222220. 16,150/00 


L Polarimeter, geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = +21,68%),0- 
Gesichtsfeld: gelb. 
Interferenzlinien: sichtbar in beiden Feldern. 
Ablesung: sicher. 
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2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . . 48,880%/,0 
Entsprechend Glucose. . . ....... 22,220/ 0 
Entsprechend Lactose . . . . . 2... 30,049/ 90 

3. Gärung. I. II. 

5ccm 10 ccm 
Glucose . . ei u u ae re 5,60%,  7,600/00 


Gärung rasch und vollständig beendigt in 24 Stunden. 


4. Osazon. Prachtvolle, schöne, glänzende, gelbe Kristall- 
schuppen. Sehr hohe Ausbeute. 
Schmelzpunkt: 124—125°. 


II. Hauptfällung 3. Fraktion. 


Trockenrückstand auf dem Wasserbade . . . . . 5,913 g 
Wurde in 250 ccm Wasser gelöst . . . . 2... 23,6520/,9 


Analyse dieser Lösung: 


Trockenrückstand im Luftbade `, .. . 2. .... 21,760/0 
ASCHE: e 1: 20.20: deier e ar Er Een rk de 0,909/ 90 
Organische Substanz . . . 22222200. 20,860/00 


1. Polarimeter. 
a) Geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = +17,250/00- 
Gesichtsfeld: gelb. 
Interferenzlinien: sichtbar in beiden Feldern. 
Ablesung: genügend genau. 


b) Natürliche Lösung ohne Klärung. 
Ablenkung: D = Io Mine, ` 
Gesichtsfeld: gelbrot. 

Interferenzlinien: sehr ausgeprägt. 
Ablesung: wenig sicher. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . .  36,400/90 
Entsprechend Glucose . `. 16,550/00 
Entsprechend Lactose `... 22,370/00 

3. Gärung: null. 

4. Gesamtstickstoff . . . 2... aala’. 0,3009/90 
Entsprechend Stickstoffsubstanz . . . . . 1,8759/ 0 


5. Säuregrad in Salzsäure . . ...... 0,2190/00 
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6. Osazon. Ausbeute gering. Getrocknet, dunkelgelbe, 
amorphe, ziemlich harte Masse. 
Schmelzpunkt: 198—200°. 


Hydrolyse. 
(100 ccm + 5 ccm HCl.) 
Trockenrückstand im Luftbade . . . . . 2... 16,750/ 90 
ASCHe:. S ye u me a a a ee a a 1,039/ 99 
Organische Substanz . . . . 2222200. 15,720/ 49 


l. Polarimeter, geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = +20,049%/,0- 
Gesichtsfeld: gelb. 
Interferenzlinien: sehr ausgeprägt in beiden Feldern. 
Ablesung: noch genügend genau. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . . 46,889%/ 


Entsprechend Glucose `, . . . 2. 2..... 21,319/ 0 
Entsprechend Lactose. `, . . 2.2.2.2... 28,819/ 0 
3. Gärung. I. II. 
5 cem 10 ccm 
Glucose . . 2 2 2 2 2 2 2 2 2 02. 100/0 100/00 


4. Osazon. Gelbrote Masse. Getrocknet, gelbbraune kristal- 
linische Masse. Hohe Ausbeute. 
Schmelzpunkt: 124—125°. 


III. Hauptfällung 1. Fraktion. 


Trockenrückstand auf dem Wasserbade . . ... 10,038 g 
Wurde in 250 ccm Wasser gelöst . . . . 2... 40,1520/ 50 


Analyse dieser Lösung: 


Trockenrückstand im Luftbade . . . . 2. 2... 36,820/ 0 
Asche .. A E e A A a en dei 0,820/,0 
Organische Substanz . . . 2.22 2 22 0e. SNE 


l. Polarimeter. 
a) Geklärt mit NO,Hg (30 ccm + 3 cem NO,Hg). 
Ablenkung: D = + 32,45%) ,0- 
Gesichtsfeld: gelbgrün. 
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Interferenzlinien: sehr ausgeprägt in beiden Feldern. 
Ablesung: sehr unsicher. 

b) Geklärt mit NO,Hg (30 ccm + 6 ccm NO, Hei. 
Ablenkung: D= unsicher. 
Gesichtsfeld: gelbgrün. 
Interferenzlinien: fast ohne Auslöschung. 
Ablesung: unmöglich. 


c) Natürliche Lösung, ohne zu klären. 
Ablenkung: D = +27,44%/ 9. 
Flüssigkeit: schwach gelb. 

Gesichtsfeld: stark rosenrot. 
Interferenzlinien: vollständig. 
Löschung: rechts. 

Ablesung: sehr genau und sicher. 


. Reduktionskoeffizient in CuO. . . . 64,500/,0 
Entsprechend Glucose . . . . 2.2.2... 29,320) 50 
Entsprechend Lactose. . . . 2.2.2.2... 39,649/ 0 

. Gärung. Fängt erst nach 24 Stunden langsam zu gären 


an und ist erst dann in 3 Tagen vollständig beendigt. 
Glucose . 2 2 2 2 0 m nn nn ra 2. 6,400/00 
Die Nachgärung gibt später Glucose . . .  13,200/% 


Dieser Rückstand verhält sich soweit, was Polari- 
meter und Gärung anbelangt, ganz anormal. 

Etwas ähnliches habe ich schon anderswo beobachtet und 
werde später darüber, insofern sich Gelegenheit bietet, berichten. 


4. 


Qı 


Gesamtstickstoff e 0,3779/0 

Entsprechend Stickstoffsubstanz . . . . . 2,356%/ 0 
. Säuregrad in Salzsäure . . 2.2.2... 0,146%/ 
. Osazon. Gelbe klumpige Masse. Getrocknet und pulveri- 


siert, schmutziggelb. Gute Ausbeute. 
Schmelzpunkt: 190—192°. 


Hydrolyse. 
(100 cem + 5 ccm HCI.) 
Trockenrückstand im Luftbade . . . . . 2... 28,009%/ 90 
Asche s a Se ee ae ee Aa ët ig 0,809/ 90 
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l. Polarimeter. 
a) Geklärt mit NO,Hg. 
Filtriert: vollständig farblos und klar. 
Ablenkung: D = +38,00%/90- 
Gesichtsfeld: gelb. 
Interferenzlinien: sehr ausgeprägt in beiden Feldern. 
Auslöschung: sehr schwach. 
Ablesung: sehr schwer und unsicher. 


b) Direkte Beobachtung der neutralisierten Lösung, 
ohne zu klären mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = +40,330%/ 99. 
Gesichtsfeld: rein gelb. 
Interferenzlinien: sehr ausgeprägt. 
Auslöschung: fast null. 
Ablesung: sehr unsicher. 


c) Neutralisierte Lösung, aber geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = + 34,520) ,0- 
Gesichtsfeld: gelb. 
Interferenzlinien: sehr ausgeprägt in beiden Feldern. 
Auslöschung: fast null. 
Ablesung: wenig sicher. 


I. II. 
l cem 2,5 cem 
2. Reduktionskoeffizient in CuO 82,50%,  81,20°0/00 
Entsprechend Glucose. ..... 37,500/00 
Entsprechend Lactose. ..... 50,700/00 
3. Gärung. Schon beendigt in 18 Stunden. 
Glucose . . 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 20. 18,009/ 00 


Also ziemlich genau die Hälfte der Polarimeter- und der 
Reduktionsangabe. 


4. Osazon. Hier haben wir drei Kristallisationen, wovon 
die 2. und 3. offenbar dem gleichen Körper angehören. 


l. Kristallisation: gelbe, amorphe, klumpige Masse. Ge- 
trocknet und gepulvert: gelbbraun. 

Schmelzpunkt: genau bei 176—177°. 

2. Kristallisation: indigoblaue Masse mit glänzender Ober- 
fläche. Gepulvert: dunkel braunrot. 

Schmelzpunkt: 102—110°. 
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3. Kristallisation: dunkelbraune Masse. Gepulvert: 
ziegelrot. 

Schmelzpunkt: 100—108°. 

Fängt an, bei 100° zusammenzusintern, ist aber erst voll- 
ständig geschmolzen bei 108°, verhält sich also ungefähr so wie 
die 2. Kristallisation, die bei 102° anfängt zusammenzusintern, 
aber erst bei 110° vollständig geschmolzen ist. 


III. Hauptfällung 2. Fraktion. 


Trockenrückstand auf dem Wasserbade . . . . . 0,8324 g 
Wurde in 100 ccm Wasser gelöst . .. ..... 8,3240/ 0 


Analyse dieser Lösung: 


Trockensubstanz im Luftbade . . . . 2.2... 7,2509%/ 0 
ASCHE: e dë ët d E ee AE ee ee 0,5709/99 
Organische Substanz . . . 2222 2 220. 6,6809/ 0 


1. Polarimeter. 
a) Geklärt mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = 0,00°. 
Gesichtsfeld: gelbgrün. 
Interferenzlinien: ziemlich ausgeprägt in beiden Feldern. 
Ablesung: etwas schwierig und ein wenig unsicher. 


b) Natürliche Lösung, ohne zu klären mit NO,Hg. 
Ablenkung: D = +2,00% 0. 
Gesichtsfeld: pfirsichblütenrot. 
Interferenzlinien: sehr ausgeprägt in beiden Feldern. 
Ablesung: sehr wenig sicher. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO. .. . 11,769%/g0 
Entsprechend Glucose. . . . 22.2... 5,340/ 0 
Entsprechend Lactose. . . . 2.2 2.2.. 7,230%/ 0 

3. Gärung, Glucose . . 2.22 22220. 6,809/ 90 


Hier beginnt die Gärung sogleich und ist rasch be- 
endigt, während die Inversionsflüssigkeit, das heißt die Hydro- 
lysenlösung, viel langsamer vergärt. 

Es ist dies somit eine eminent vergärungsfähige Zuckerart, 
während die in den natürlichen Lösungen befindlichen Zucker- 
arten bis dahin nicht oder doch sehr langsam vergärten. 
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4. Säuregrad in Salzsäure . . ...... 0,03659/ 0 
5. Gesamtstickstoff: fehlt. 
6. ÖOsazon: gibt nichts. 


Hydrolyse. 
(50 ccm + 2,5 ccm HCL.) 
Trockenrückstand im Luftbade . .. ...... MER 
EE ee EE EE EEN MIER 
Organische Substanz . . . 2.2 2 222000. 5,709/ 0 


l. Polarimeter, geklärt mit NO,Hg. 

. Ablenkung: D = ungewiß. Null sehr wahrscheinlich. 
Gesichtsfeld: gelb. 
Interferenzlinien: sehr ausgeprägt in beiden Feldern. 
Auslöschung: fast null. 
Ablesung: unmöglich. 


2. Reduktionskoeffizient in Ou. . . . 13,029/9 
Entsprechend Glucose. . . . . 2.2... 5,920/ 0 
Entsprechend Lactose. . . . .. 2... 8,00%/0 

3. Gärung, Lactose . . . 2.22 22.20. 2,80%/ 0 


Es scheint somit, als ob die Salzsäure bei der Hydrolyse 
die Hälfte des gärungsfähigen Zuckers zerstört hätte. Vielleicht 
aber ist der Grund ganz anderswo zu suchen, was nur zu ent- 
scheiden ist, wenn einmal dieser Körper rein vorliegt. 

4. Osazon. Rotgelbe, klumpige Masse. Getrocknet: braun. 

Gepulvert: schmutzig gelb. 
Schmelzpunkt: 173—175°. 


III. Hauptfällung 3. Fraktion. 


Trockenrückstand im Wasserbade . . . . ... . 0,1184 g 
Wurde in 50 ccm Wasser gelöst . . . 2.2... 2,4009/ 9 


Analyse dieser Lösung: 
l. Polarımeter. Natürliche Lösung, ohne zu klären mit 
NO,Hg. 
Ablenkung: D = ungewiß. 
Gesichtsfeld: schwach pfirsichblütenrot. 
Interferenzlinien: sehr ausgeprägt in beiden Feldern. 
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Auslöschung: fast null. 
Ablesung: unmöglich. 

2. Reduktionskoeffizient in CuO. ... 
Entsprechend Glucose. . . . 2.2... 
Entsprechend Lactose. . . . 2. ..... 


3. Gärung, Glucose . ....... ee 
4. Säuregrad in Salzsäure . . .....x. 
5. Osazon: gibt nichts. 


Hydrolyse. 
(25 ccm + 1,25 ccm HCl.) 
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l. Polarimeter. Natürliche Lösung, ohne zu klären. 


Ablenkung: D= ungewiß. 

2. Reduktionskoeffizient in CuO.... 
Entsprechend Glucose. . . . . 2»... 
Entsprechend Lactose .  . . 2. ..... 


3. Gärung: null. 
4. Osazon: gibt nichts. 


IV. Hauptfällung 1. Fraktion. 


Trockenrückstand auf dem Wasserbade . . . . . 
Wurde in 50 com Wasser gelöst . . . .» 2... 


Analyse dieser Lösung: 
l. Polarimeter: fehlt. 
2. Reduktionskoeffizient in CuO.... 
Entsprechend Glucose. . . . . 2.2... 
Entsprechend Lactose. . . . . 22... 


3. Gärung, Glucose . . 2.2.2 22220. 
4. Säuregrad in Salzsäure ........ 
5. Osazon: gibt nichts. 


Hydrolyse. 
(25 ccm + 1,25 ccm HCl.) 


1. Polarıimeter: fehlt. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO.... 
Entsprechend Glucose. . . . 2. 2.2... 
Entsprechend Lactose `, . . . . 2 22 .. 


1,6209 
0,749/9 
1,009, , 


0,1065 g 
2,130/00 


0,330/,9 

0,150%/,9 
0,2030/, 
1,900%/ 90 
CET 


0,940%/ 
0,4300 
0,580°/ 00 
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3. Gärung: gärt nicht. 
4. Osazon: gibt sozusagen nichts. 


IV. Hauptfällung 2. Fraktion. 


Trockenrückstand auf dem Wasserbade . . . . . 0,0668 g 
Wurde in 50 ccm Wasser gelöst . ....... 1,3369/ 0 


Analyse dieser Lösung: 
l. Polarimeter. Natürliche Lösung, ohne zu klären mit 
NO,Hg. 
Ablenkung: D = +1,009%/,0- 
Gesichtsfeld: intensiv gelb und glänzend. 
Interferenzlinien: wenig sichtbar rechts. 
Ablesung: sicher. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . . 0,389%/g0 
Entsprechend Glucose. - .. ...... 0,1739/ 90 
Entsprechend Lactose. . .. . 2.2... 0,2309%/ 90 


3. Gärung: vollständig null. 
4. Ösazon: gibt nichts. 


Hydrolyse. 
(25 ccm + 1,25 ccm HCl.) 


l. Polarimeter. Natürliche Lösung, ohne zu klären mit 
NO,Hg. 
Ablenkung: D= 0,00° wahrscheinlich. 
Gesichtsfeld: gelb. | 
Interferenzlinien: sehr ausgeprägt in beiden Feldern. 
Löschung: fast null. 
Ablesung: sehr unsicher. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO.... 0,5200/00 
Entsprechend Glucose. . . . ao .... 0,2409/ 0 
Entsprechend Lactose. . .. 2.2 .2.2.. 0,3209) ,0 


3. Gärung: null. 


4. Osazon: gibt sozusagen nichts. 


H. Hauptfällung 1. und 2. Fraktion. 


Trockenrückstand auf dem Wasserbade . . . . . 0,1853 g 
Wurde in 50 ccm Wasser gelöst . . . 2.2... 3,7069/ 50 
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Analyse dieser Lösung: 


. Polarimeter, natürliche Lösung ohne zu Klären mit 


NO,Hg. 

Ablenkung: D = —1,182%/,0- 
Gesichtsfeld: rein gelb. 
Interferenzlinien: vollständig. 
Löschung: rechts. 

Ablesung: sehr genau und sicher. 


. Reduktionskoeffizient in CuO. . . .  0,3400%/ 
Entsprechend Glucose. . . ....... 0,155°%/90 
Entsprechend Lactose. . . .. 2.2... 0,2039/90 

. Gärung, Glucose . . 2.2.2 2220200. 3,009%/ 50 
Gärt vollständig und gut. 

. Osazon: gibt nichts. 

Hydrolyse. 
(25 ccm + 1,25 ccm HCL.) 

. Polarimeter: fehlt. 

. Reduktionskoeffizient in CuO. . . . 0,5690 
Entsprechend Glucose. . . . 2.2... 0,2550/00 
Entsprechend Lactose. . . .. 2.2... 0,340%/ 50 


3. Gärung: null. 


. Osazon: gibt sehr wenig. 


Getrocknet und gepulvert: schmutzig graugelb. 
Schmelzpunkt: 127—128°, 


VI. Hauptfällung 1., 2. und 3. Fraktion. 


Trockenrückstand im Wasserbade . . . . ... .» 0,3632 g 
Wurden in 100 ccm Wasser gelöst . . ..... 3,6320/ 0 
Analyse dieser Lösung: 

Trockenrückstand im Luftbade . . . . 2... . 2,209/ 0 

ABCH o. Ar. care Ar a er ar he Bar er ae 0,949/ 0 

Organische Substanz . .. 2. 2 2 22200. 1,269%/ 90 
l. Polarimeter, natürliche Lösung und ohne zu klären 


mit NO,Hg. 
Ablenkung: D= ungewiß, etwas oberhalb 1°%/,.- 
Gesichtsfeld: rein gelb. 
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Interferenzlinien: sehr ausgeprägt in beiden Feldern. 
Löschung: sehr schwach. 
Ablesung: sehr unsicher. 


2. Reduktionskoeffizient in CuO. . . . 0,18% 
Entsprechend Glucose... 2. ..2... 0,089/ 0 
Entsprechend Lactose . . . 2... 2... 0,119/0 


3. Gärung: gärt nicht in 24 Stunden, sondern nachher, 
aber ist in 48 Stunden vergohren. 
Glucose u. as Een 0,9090 


Hydrolyse. 
(50 ccm + 2,5 cem HCl.) 
1. Polarimeter, natürliche Lösung, ohne zu klären mit 
NO,Hg. 
Ablenkung: D = +1,30%0- 
Gesichtsfeld: sehr stark gelb und glänzend. 
Interferenzlinien: vollständig. 
Löschung: rechts. 
Ablesung: sehr genau und sicher. 


2. Reduktionskoeffizient in Co. . . .  0,320/0 
Entsprechend Glucose. . . . . 2.2... EVER 
Entsprechend Lactose. e, 0,2030/00 


3. Gärung: null. 
4. Osazon: gibt nichts. 


Weitere Schlüsse über die erhaltenen Resultate ziehe ich vor- 
derhand nicht, bis meine zweite im Gange befindliche Arbeit 
über den gleichen Gegenstand beendigt sein wird. Nur sei vor- 
läufig bemerkt, daß offenbar die Lactose in der Milch nicht in 
freiem Zustande, wie sie schließlich durch verschiedene Operationen 
erhalten wird, vorhanden ist, sondern vergesellschaftet oder gepaart 
mit stickstoffhaltigen und mit nicht stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen, welch letztere sich gegen polarisiertes Licht, gegen die 
Fehlingsche Lösung und gegen Hefe sehr verschieden verhalten, 
und infolgedessen bin ich geneigt, an der Gegenwart von Lactose 
als einheitliches Individuum zu zweifeln. Um das aber zu ent- 
scheiden, muß ich mit wenigstens 10 l Milch auf einmal arbeiten, 
um von jedem der selteneren Kohlehydrate mindestens über 
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5—10 g verfügen zu können, zur genauen Feststellung ihrer 
Eigenschaften und zur Ausführung der Elementaranalyse. 

Die Stickstoffbestimmung wurde nach Kjeldahl gemacht, 
mit je 10 ccm der vorliegenden Lösung unter Zusatz von 2ccm 
Nordhäuser Schwefelsäure. Ist nach Beendigung der Operation 
die Flüssigkeit noch gelb gefärbt, so wird etwas Phosphorsäure- 
anhydrid zugegeben, aber nicht Mangansuperoxyd, und weiter 
erhitzt, bis die Flüssigkeit wasserhell geworden ist, was immer 
nach einiger Zeit eintritt. Hierauf wird auf 20 ccm verdünnt 
und mit 5 ccm nachgesehen, wieviel Tropfen Natronlauge nötig 
sind, um die Sättigung herbeizuführen, mit Phenolphthalein als 
Indikator. Jetzt werden 10 ccm der verdünnten Lösung, ent- 
sprechend somit 5ccm der ursprünglichen Lösung, mit der 
angewandten Natronlauge abgestumpft, aber nicht vollständig 
gesättigt, daß also die Flüssigkeit noch rein sauer ist. Mit dieser 
Lösung wird nun der Stickstoff in der gewohnten Weise mit 
dem Apparate von A. Robin bestimmt. Gehen wir mit der 
Sättigung so weit, bis die Flüssigkeit schwach rötlich mit Natron- 
lauge gefärbt wird, so haben wir immer einen Fehler und häufig 
einen ganz bedeutenden Verlust an Stickstoff zu beklagen, woran 
viele Analysen scheitern, namentlich wenn es sich um Bestimmung 
des Gesamtstickstoffes im Harne handelt. 

Das angewandte Polarimeter ist das von Wild, verfertigt 
in dem optisch-mechanischen Institute von Pfister & Street in 
Bern; mit den Resultaten dieses Polarimeters bin ich sehr 
zufrieden, da die Ablesung rasch, leicht und mit Sicherheit aus- 
geführt werden kann. 

Die Reduktion wird mit einem Überschuß von frischer 
Fehlingscher Lösung ausgeführt, das abgeschiedene Kupfer- 
oxydul auf einem Filter von Schleicher & Schüll gesammelt, 
gut ausgewaschen, bis das Filtrat nicht mehr alkalisch reagiert, 
getrocknet, geglüht; das erhaltene Kupferoxyd wird gewogen und 
dann auf Glucose oder Lactose umgerechnet. Die Resultate sind 
immer sehr genau, insofern die Lösung nicht mehr als 0,5 
bis l-prozentig ist, bei Anwendung von 10 ccm der reduzierenden 
Flüssigkeit. 


La Plata, 10. März 1907. 
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Über das Schicksal des Ammoniaks im Organismus des 
Hundes bei intravenöser Injektion von kohlensaurem 
Ammoniak. 


Von 
Katharina Kowalevsky und M. Markewiez. 


(Aus dem physiologisch -chemischen Laboratorium der Medizinischen ` 
Hochschule für Frauen zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 10. April 1907.) 


Die Frage nach der Bildung des Harnstoffs im tierischen 
Organismus ist eng verknüpft mit der Frage nach der Rolle, welche 
in diesem Prozeß dem Ammoniak als einem der Zwischenprodukte 
der Stickstoffmetamorphose zukommt. Die Lehre von der harn- 
stoffbildenden Funktion der Leber, begründet durch die Trans- 
fusionsversuche Schröders, hat ihre weitere Entwicklung in 
den Arbeiten der Petersburger Schule!) erfahren, durch welche 
diese Lehre mit der Lehre vom Ammoniak eng verknüpft worden 
ist. Dieses hat Biedl und Winterberg?) die Möglichkeit ge- 
geben, diese Lehre als die „Lehre von der ammoniakentgiftenden 
Funktion der Leber‘ zu bezeichnen. In ihrer gründlichen und 
experimentell ausgezeichnet begründeten Arbeit haben die ge- 
nannten Autoren gegen diese Lehre gewichtige Einwände er- 
hoben. Sie haben nach intravenöser Injektion verschiedener 
Mengen von Ammoniaksalzlösungen ein schnelles Verschwinden 


1) Hahn, Maßen, Nencki und Pawlow, Arch. f. experim. Pathol. 
u. Pharmakol. 32, 161. — Nencki, Pawlow und Zaleski, ibidem 37, 26. 
— Nencki und Zaleski, ibidem 36, 336. — Nenckiund Pawlow, ibidem 
38, 215. — Lundberg, Dissert. (russisch). — Nencki und Zaleski, 
Zeitschr. f. physiol. Chemie 33, 193. — Salaskin, ibidem 25, 449. — 
Salaskin, ibidem 25, 128. — Salaskin und Zaleski, ibidem 29, 517. — 
Horodynski, Salaskin und Zaleski, ibidem 30, 246. —Salaskin und 
Kowalewsky, ibidem 42, 410. 

2) Pflügers Archiv 88, 140. 


K. Kowalevsky u. M. Markewicz: Ammoniumcarbonat beim Hunde. 197 


des Ammoniaks aus dem Blute konstatiert, und zwar auch in 
Versuchen, wo die Ammoniaksalzlösungen sowohl Hunden mit 
-~ akuter Eckscher Fistel eingeführt wurden, als auch solchen, 
bei denen außer der Fistel entweder nur die Ligatur der Art. 
hepatica ausgeführt worden war, oder zugleich auch die Ligatur 
sämtlicher Arterien des Tripus Halleri. In letzteren Versuchen 
war die Anhäufung von Ammoniak im Blut jedoch schon eine 
recht bedeutende. ‚‚Trotzdem‘‘!), sagen die Autoren, ‚‚diese 
Umstände dafür sprechen, daß die Leber an der Entfernung 
pathologischer Ammoniakmengen aus dem Blute direkten Anteil 
nimmt, so können wir doch mit Sicherheit behaupten, daß sie 
nicht das einzige Organ ist, welches das Blut von einem Über- 
schu an Ammoniak zu befreien vermag.“ — Üb das über- 
schüssige Ammoniak in diesen anderen Organen“, sagen sie 
weiter, „im Sinne von Salaskin bis zu einem gewissen Grade 
gebunden und aufgespeichert wird, um später nach und nach 
an die Leber oder die Nieren abgegeben zu werden, oder ob 
eine Entgiftung desselben durch eine chemische Umformung 
stattfindet, könnte vielleicht durch vergleichende Bestimmungen 
der in den verschiedenen Geweben und Organen nach Vergiftung 
mit Ammoniak und unter normalen Verhältnissen vorhandenen 
Ammoniakmengen entschieden werden.“ 

Auf Grund ihrer Resultate kommen die Autoren zu dem 
endgültigen Schluß, daß ‚unsere (d. h. der Autoren) Experimente 
im wesentlichen zeigen, daß die Leber an der Entfernung patho- 
logischer Ammoniakmengen aus dem Blute direkten Anteil 
nimmt, sie liefern aber keinen Beweis dafür, daß der Ausfall 
der ammoniakentgiftenden Leberfunktion direkt und für sich 
allein zur Autointoxikation des Säugetierorganismus mit Am- 
moniak führt‘‘?). 

Im Nachtrage ihrer Arbeit drücken sich die Autoren bei 
Besprechung der Resultate Nenckis und Zaleskis®) in diesem” 
Sinne noch kategorischer aus: „Nochmals sei aber darauf hin- 
gewiesen‘, schreiben sie, ‚daß selbst unter Zugrundelegung der 
höheren Relation bei den nunmehr geltenden, um so viel 


1) 1. c. 185. 
Le 198. 
3) Zeitschr. f. physiol. Chemie 33, 193. 
14* 
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niedrigeren absoluten Zahlen (1,45 mg NH, in 100 g Pfortader- 
blut) mit Berücksichtigung der Ergebnisse unserer 
Vergiftungsversuche eine Autointoxikation mit Am- 
moniak durch Ausschaltung der Leber nicht angenom- 
men werden kann“. 

Diese Schlußfolgerung der Autoren ist nach unserer Meinung 
nicht überzeugend, solange es unbewiesen bleibt, daß die Gewebe 
und Organe die Fähigkeit besitzen, Ammoniak zurückzuhalten, 
wie dies Salaskin annimmt, welcher, wie sie sagen, ‚eine neue 
Hypothese aufstellt, die in sehr geistreicher Weise die einander 
widersprechenden Ergebnisse einheitlich verbindet‘. 

Infolge der von Biedl und Winterberg erhobenen Ein- 
wände haben wir auf Veranlassung Prof. S. Salaskins uns ent- 
schlossen, die Versuche der genannten Autoren mit Einführung 
kohlensauren Ammoniaks ins Blut normaler Hunde zu wieder- 
holen, wobei wir den Ammoniakgehalt nicht our des Blutes, 
sondern auch der Organe bestimmt haben. 

Außerdem haben wir eine Reihe Versuche künstlicher Durch- 
blutung verschiedener Organe mit kohlensaures Ammoniak ent- 
haltendem Blut gemacht und durch vergleichende Analysen des 
Blutes vor und nach der Transfusion die Fähigkeit verschiedener 
Organe, Ammoniak zurückzuhalten, bestimmt. Durch Bestim- 
mung des letzteren in den Organen nach der Transfusion, z. B. 
in den Muskeln, haben wir uns eine Vorstellung vom Schicksal 
des Ammoniaks in den Geweben gebildet. 

Wir gehen zur Beschreibung unserer Versuche über. 


Versuche der Einführung einer Lösung von kohlensaurem 
Ammoniak in das Blut von Hunden. 


Die für die Versuche bestimmten Hunde wurden ins Labora- 
torium einige Tage vor dem Versuch gebracht und erhielten hier 
eine gemischte Nahrung. Vor dem Versuch hungerten die Hunde 
24 Stunden; außerdem erhielten sie am Vorabend — die Ver- 
suche wurden immer am Morgen angestellt — 0,4g Kalomel. 
Vor dem Versuche wurde die Harnblase mittels Katheter entleert 
(mit Ausnahme der Versuche 2 und 3). In der Mehrzahl der 
Versuche wurde Morphium zur Narkose verwandt und zwar 
intravenös. In einigen Fällen mußte man zur gemischten Narkose 
greifen, d. h. außer Morphium auch Chloroform anwenden. Die 
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Lösung von kohlensaurem Ammoniak wurde in die eine Schenkel- 
vene injiziert, die Blutentnahme aus der Schenkelarterie der 
anderen Seite ausgeführt. Das Blut wurde durch Schlagen mit 
einem Glasstäbchen defibriniert, coliert und dann analysiert. 

Alle Blutanalysen wurden am Versuchstage selbst nach der 
Methode von Nencki und Zaleski unter Hinzufügen von 
Magnesiumoxyd ausgeführt. Zur Ammoniakbestimmung in den 
Organen wurden letztere, z. B. die Leber, die Muskeln, in einer 
Fleischhackmaschine zerkleinert, die Magen- und Darmschleim- 
haut mit einer Schere in kleine Stückchen zerschnitten und die 
Gehirnsubstanz in einem Porzellanmörser zerrieben. Die Am- 
moniakbestimmungen in den Organen wurden zum größten Teil 
gleichfalls am Versuchstage ausgeführt, mußte jedoch irgend eine 
Bestimmung zum nächsten Tage gelassen werden, so wurde das 
betreffende Organ, z. B. die Muskeln, mit Salicylsäure bestreut 
und in der Kälte aufbewahrt. Die Ammoniaksalzlösung wurde 
folgendermaßen in die Vene eingeführt: In einem Stativ wurden 
zwei Büretten befestigt, deren Enden mit Kautschukröhren ver- 
bunden waren; letztere wurden mit Quetschhähnen versehen 
und durch ein T-Rohr verbunden. Sobald aus der einen Bürette 
die Flüssigkeit bis zum letzten Teilstrich herausgefallen war, 
wurde der betreffende Quetschhahn geschlossen und die Flüssig- 
keit aus der anderen Bürette entleert. Dadurch wurde ein un- 
unterbrochenes Einströmen der Flüssigkeit erreicht und außerdem 
mit Hilfe der Quetschhähne die Möglichkeit der Gleichmäßigkeit 
des Ausflusses zu regulieren erzielt, so daß die Lösung ununter- 
brochen und gleichmäßig eingeführt wurde; nur während heftiger 
Krämpfe, infolge der starken Muskelkontraktionen und der da- 
durch bewirkten Kompression der Gefäße, stockte der Ausfluß 
der Flüssigkeit aus den Büretten zeitweilig. 

In der beifolgenden Tabelle haben wir die von uns in diesen 
Versuchen erhaltenen Resultate zusammengestellt. Am Schluß 
der Tabelle haben wir zum Vergleich die Mittelzahlen für den 
Ammoniakgehalt der Organe normaler gefütterter Hunde bei- 
gefügt, welche ihrerzeit Horodynski, Salaskin und Zaleski!) 
erhalten haben. In betreff dieser letzten Zahlen müssen wir 
folgende Bemerkung machen: Die Zahlen sind, wie gesagt, an 





1) l. c. 
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Hunden während der Verdauung erhalten, unsere Zahlen da- 
gegen an Hunden, die 24 Stunden gehungert hatten. 
Nichtsdestoweniger können diese Zahlen zum Vergleich be- 
nutzt werden; sie sind eher zu hoch, besonders in bezug auf die 
Leber, die Darm- und Magenschleimhaut, wo der Ammoniak- 
gehalt in hohem Grade von der Verdauungstätigkeit abhängt. 
Unsere Versuche mit Einführung einer Lösung von kohlen- 
saurem Ammoniak ins Blut können in zwei Serien geordnet 
werden: In der ersten (Versuch 1 und 2) wurden die Hunde 
einige Zeit nach der Infusion, in der zweiten (die übrigen Ver- 
suche) wurden sie durch Entblutung auf der Höhe der Ver- 
giftung, d. h. unmittelbar nach Beendigung der Infusion getötet. 
Das Ziel der Versuche war auf Grund des Gehalts an Am- 
moniak und teilweise auch an Harnstoff eine möglichst genaue 
Ammoniakbilanz zu ziehen und auf diese Weise Anhaltspunkte 
für die Erkenntnis seines weiteren Schicksals zu gewinnen. Der 
Grad der Genauigkeit einer solchen Bilanz hängt direkt und 
unmittelbar von der Genauigkeit unserer Kenntnisse über den 
Ammoniakgehalt des Blutes, der Organe und des Harns in der 
Norm ab und gleichfalls von der Größe der in der Norm mög- 
lichen Schwankungen dieses Gehaltes.. Was das Blut und den 
Harn betrifft, so ist die Sache in dieser Hinsicht einfach — der 
Ammoniakgehalt des Blutes ist ziemlich genau festgestellt; in 
betreff des Harns sind gleichfalls zahlreiche Angaben über das 
Verhältnis des Ammoniakstickstoffs zum Gesamtstickstoff vor- 
handen. Ganz anders steht die Sache, wenn wir uns zum Am- 
moniakgehalt der Organe wenden. Hier stoßen wir auf zwei 
ungünstige Umstände: erstens ist die Methodik der Ammoniak- 
bestimmung in Anwendung auf die Organe nicht so einwandsfrei 
wie in Anwendung auf Flüssigkeiten, und zweitens haben wir 
nur eine Arbeit, in welcher eine systematische Bestimmung des 
Ammoniakgehalts in den Organen des Hundes ausgeführt ist. 
Wir meinen hier die bereits wiederholt zitierte Arbeit Horo- 
dynskis, Salaskins und Zaleskist). 
Somit kann die Bilanzierung hier keinen streng mathe- 
matischen Charakter haben, der ja bei physiologischen Unter- 
suchungen überhaupt unmöglich ist und hier noch besonders. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 35, 246. 
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Ungeachtet dessen gestatten uns unsere Resultate einen Schluß 
von ziemlich bestimmtem Charakter zu ziehen. 

In allen unseren Versuchen bemerken wir vor allem, daß 
im Blut viel weniger Ammoniak enthalten ist, als der Berechnung 
nach darin sein müßte. So wurde z. B. in Versuch Nr. 5 in 150 ccm 
der Lösung von kohlensaurem Ammoniak 1050 mg Ammoniak 
eingeführt. Wenn man annimmt, daß die gesamte Blut- 
menge !/, des Gewichts des Tieres ausmacht, und wenn man 
noch 150 ccm der infundierten Lösung hinzurechnet, so müßten 
wir 55 mg NH, pro 100 ccm Blut finden, während wir bloß 
7,4 mg gefunden haben. In Versuch Nr. 4 erwiesen sich, wenn 
man ebenso rechnet, statt 80 mg nur 4,42 usw. Kurz, das Blut 
ist bestrebt, seine Zusammensetzung konstant zu erhalten. In 
dieser Beziehung ist es sehr interessant, die Versuche Uschinskist) 
zum Vergleich heranzuziehen. Dieser Autor hat Kaninchen 
bedeutende Mengen NaCl, Na,SO,, Traubenzucker, Rohrzucker 
und Harnstoff ins Blut eingeführt und dann in verschiedenen 
Zeiträumen den Gefrierpunkt des Blutes und der Organe be- 
stimmt. In einigen Fällen wurden den Tieren vorher die Nieren 
exstirpiert. Aus diesen Versuchen folgt zweifellos, daß der Gefrier- 
punkt des Blutes schnell zur Norm zurückkehrt, der Gefrier- 
punkt der Organe dagegen sinkt, d. h. mit anderen Worten, 
das Blut gibt den Überschuß an Salzen den Organen ab, um sie 
später davon allmählich zu befreien. Denselben Mechanismus 
kann man in unseren Versuchen auch für die Befreiung des Blutes 
vom Ammoniak annehmen, da es nicht denkbar ist, daß der 
Organismus das Ammoniak so schnell verarbeitet, wie z. B. in 
Versuch Nr. 5, wo die Infusion nur 41/, Minuten dauerte; im Blut, 
welches gleich nach der Infusion entnommen wurde, erwiesen 
sich pro 100 ccm, statt der berechneten 55 mg, nur 7,6 mg, 
d h. von den 1,050 g des ins Blut eingeführten Ammoniaks 
blieben in ihm bloß 0,148 g, während 0,902 aus ihm verschwunden 
waren. Die Analyse der Organe auf Ammoniak bestätigt diese 
Voraussetzung. In allen Organen erwies sich der Ammoniak- 
gehalt, im Vergleich zur Norm, erhöht. Dieser Umstand ver- 
anlaßte uns, Versuche künstlicher Transfusion exstirpierter 


1) Über die Einführung hypertonischer Lösungen ins Blut. Arch. 
internationales de Pharmacodynamie et de Therapie 15, 141, 1905. 
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Organe mit ammoniaksalzhaltigem Blut anzustellen, um die 
Fähigkeit der verschiedenen Organe, das Ammoniak aus dem 
Blut an sich zu reißen, zu bestimmen. Wir gehen zur Beschreibung 
dieser Versuche über. 


Versuche künstlieher Durchströmung exstirpierter Organe vom 
Hunde mit kohlensaures Ammoniak enthaltendem Blut. 


In diesen Versuchen wurden die Hunde unmittelbar vor 
dem Versuch getötet. Zur künstlichen Durchblutung bedienten 
wir uns des Apparates von Brodie!). Diesen Apparat halten 
wir für einen der geeignetsten zum Zweck der künstlichen Durch- 
blutung exstirpierter Organe. Die Hunde wurden durch Ent- 
bluten getötet; das Blut wurde defibriniert, coliert und dann 
zum Versuch benutzt. Zum Zweck der Durchspülung der Organe, 
um die Bildung von Fibringerinnseln in den Capillaren zu ver- 
hindern, wurde nach der Entblutung in die Vene eine Kanüle 
gebunden, die mit einem mit warmer physiologischer Kochsalz- 
lösung gefüllten Trichter verbunden war. Die Durchspülung 
wurde so lange fortgesetzt, bis die aus der Arterie strömende 
Flüssigkeit farblos war. Danach wurde das betreffende Organ 
exstirpiert und in ein auf 39° erwärmtes Wasserbad gebracht, 
welches mit Ringerscher Lösung gefüllt war. Die Zusammen- 
setzung dieser Lösung ist folgende: 0,2 NaHCO, + 0,1 CaCl, 
+ 0,075 KCI + 8,5 NaCl, auf 1 Liter destillierten Wassers. Die 
Temperatur des Wasserbades, in welches das Gefäß mit Blut 
gestellt wurde, wurde gleichfalls auf 39° C erwärmt und bei 
dieser Temperatur erhalten. Alle Ammoniakbestimmungen 
wurden am Tage des Versuchs nach der Methode von Nencki 
und Zaleski ausgeführt. Bei diesen Bestimmungen wurde zum 
Blut Magnesiumoxyd nicht hinzugefügt. 

Für die Ammoniakbestimmung wurde von den Muskeln 
nach der Durchblutung und in den Kontrollversuchen je 20 g 
genommen und mit der fünffachen Menge Wasser verdünnt; 
nach unseren Beobachtungen gibt dies die Möglichkeit, Zahlen 
zu erhalten, die den absoluten nahekommen. 

In Tabelle II sind die Resultate dieser Versuche zusammen- 
gestellt: 


1) Journal of Physiology 35, 1903. 


205 


Schicksal d. intravenös eingeführten Ammoniumcarbonats beim Hunde. 


"HOY "ix W9 zo DIR 
mt pun Co nem ut mwa ua3unurugsog] 
Aotatfg/gd uoe, A0p pa zusleyiq Ə 
-usulmousd zuwjsqnsjeysum 3 0g ol uəpma 
upyysnw uəp ur Zunwwrseg-*"HN MZ 


RON "Hm WD T'O 
Iva Zuaialtt Jop mn Sg ‘OOM OP 
-UHULTUTISUTSIEAH 4310W uoqw3ı1a Oaäun 00 gau 
91614 "Oamutonaä yng W gg 0f Janums 
-0g "HN Anz uəpma usyousıoy UƏJ[V U] 























| | OZI +| 9'LE+| 2'8998'TT | 

| | An A") aN | in | A7 

| | | | + + | + | + 
Ps all Sea Way: Jm" 9E'PI— IGT ZF 19- 826 
ma tee Le HE E e 
— | — | — | — er BEI RUE vg 1 t9- 
— | — | — | — IS SO ILR CO GF IE 008 
cat LEFIEL9 00 CO GE | SLi —l6t'9-— 
— | = | — | = Ifirr-i9 -69L | — | — 

| | | 
petit oCgltgëtlUëp- UO Rég — — 
SE: Lëps = | = OS -192°0 =I TI — | — 

Io AE OHR OR EN P 
oct dt eecht Dem Sak +ES'TIG6 HI + SL 




















E 


Leg TIE | 
Gët 


6 #2.91088 
068 C69T0BL 


BD 


L — wii 9 
| 


— ot) 


| 









— 
ep} 


I'L LI'ELSZOL 


— 86 IIE9TI 









1099] '6 IN 
wrepuun(] '8 IN 
wıepuun(] "LAN 
unepuun(] 0 IN 

uagewupeid) 

usıoyun all] G'IN 

Hogg patt?) 

gaiaiun ou] "E JN 

uəgewpa p 

usloyun Aq E IN 
ua `Z JN 


UAIaIN '[ IN 











l = | g 
E u £ x us 55 |& 
dë ZA SAS E HG 
a lä SS SP IS sgp ss = Leg äi SÉIS oun A 
SE ZS Ge o p Lë + = 282 nr Er 
HL = wë | 3,8 Sm 35 | Se manm S 
258% pa gd | 725 a ,=2T3£ sE | 52 |yoyuqydamp soydpon 
5 n z zE- ke e = © ke m "Bert, ES > 
uadunyıewoag S E 5 < S Le ée ao k zs 5 
75.2 8= s® | E25 18 E|E8 SS , 
SS Cp EE ESS See E "e gier RER 
ge Ju ur SIS e EPE 32 | 32 uwuvoroud|52 
= SIE S 007 oni = S ge SS #3 22 ge unırugen SÉ AH9WLUNUSYINSIO A 
A yeqog-HN | & > = Z > 5 > Ċ© |-yviuomwwy AS 
II oTI°9®L 


206 K. Kowalevsky und M. Markewicz. 


Die Durchsicht und der Vergleich der in den Tabellen I und II 
zusammengestellten Resultate gibt die Möglichkeit, folgende 
Schlüsse zu ziehen: 

l. Das ins Blut von Hunden eingeführte kohlensaure Am- 
moniak verschwindet schnell aus ihm, und das Blut kehrt schnell, 
was seinen Ammoniakgehalt betrifft, zur Norm zurück. 

In dieser Beziehung stimmen unsere Resultate mit den- 
jenigen Biedls und Winterbergs vollkommen überein. 

2. Das ins Blut eingeführte und aus ihm verschwundene 
überschüssige Ammoniak wird zuerst in den Organen deponiert, 
wo es lockere Verbindungen eingeht. Dieser Schluß folgt 
aus den Resultaten der zweiten Versuchsserie mit Einführung 
von Ammoniak ins Blut von Hunden (Tab. I), da in allen diesen 
Versuchen der Ammoniakgehalt der Organe erhöht gefunden 
wurde, d. h. das Blut gibt den Überschuß an Ammoniak den 
Organen ab. Dies steht in voller Übereinstimmung mit allen in 
dieser Hinsicht vorhandenen Tatsachen und unter anderem 
mit den höher zitierten Resultaten der Versuche Uschinskis. 

3. Der Organismus befreit sich vom Ammoniak, indem er 
dasselbe in Harnstoff verwandelt oder in Form von Ammoniak- 
salzen mit dem Harn absondert. ‚ 

Man kann annehmen, daß der Übergang der Ammoniaksalze 
aus dem Blut in die Organe und umgekehrt durch den osmotischen 
Druck in den Geweben reguliert wird, und da die Organe befähigt 
sind, bedeutende Mengen von überschüssigem, ins Blut ein- 
geführtem Ammoniak aufzuspeichern, so ist aller Grund vor- 
handen anzunehmen, daß es labile Verbindungen mit den Be- 
standteilen der Zellen eingeht und, indem es auf diese Weise 
den osmotischen Druck in den Geweben herabsetzt, den Eintritt 
neuer Mengen Ammoniak in die Zellen ermöglicht. Nach Maß- 
gabe dessen, wie sich das Blut vom Überschuß an Ammoniak 
befreit, wird das eingetretene Gleichgewicht in den Organen 
gestört, diese labilen Verbindungen dissoziieren und das Am- 
moniak tritt wieder in das Blut über, welches dasselbe mit dem 
Harn aus dem Organismus entfernt oder den Organen zuführt, 
welche es in für den Organismus indifferente Substanzen ver- 
arbeiten. 

Nachdem die Tatsache festgestellt war, daß der Organismus 
den Überschuß an Ammoniak, der in seinem Blut zirkuliert, 
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den Organen abgibt, war es wichtig, unmittelbar die Fähigkeit 
der letzteren, das Ammoniak zurückzuhalten, zu bestimmen; 
da im ganzen Organismus bei der gegenseitigen Einwirkung 
seiner verschiedenen Teile die Analyse schwieriger erscheint, 
um so mehr als bei Fehlen einer Methodik, die die Möglichkeit 
gibt, eine genaue Bilanz des eingeführten Ammoniaks zu ziehen, 
Einwände stets möglich sind. Aus diesem Grunde haben wir 
Versuche mit künstlicher Durchblutung exstirpierter, doch noch 
lebender Organe mit Blut, welches kohlensaures Ammoniak ent- 
hielt, gemacht. Auf Grund dieser Versuche (Tab. II) kann man 
folgende Schlüsse ziehen: 

4. Das Nierengewebe reißt das überschüssige, im Blut zirku- 
lierende Ammoniak nicht an sich; seine Aufgabe, als eines 
excretorischen Organs, ist die Ausscheidung von allem Über- 
schüssigen mit dem Harn. 

5. Die Leber, die Muskeln und der Darm reißen das über- 
schüssige Ammoniak aus dem Blut an sich, und die Leber ver- 
arbeitet dasselbe außerdem in Harnstoff. 

Die Resultate unserer Versuche bestätigen, wie aus dem 
Dargelegten folgt, die Hypothese Salaskins!) und widerlegen 
gleichzeitig die Einwände, die Biedl und Winterberg gegen 
die Anschauung der Petersburger Schule erhoben haben, welch 
letztere das Ammoniak resp. das carbaminsaure Ammonium für 
die Substanz hält, welche das typische Bild der Vergiftung bei 
den Hunden mit Eck-Pawlowscher Fistel hervorruft. 

Wir halten es für notwendig, hier wörtlich die Erklärung 
anzuführen, welche Salaskıin?) in betreff des Unterschiedes 
im Ammoniakgehalt gibt, den man bei Eckschen Hunden im 
Vergiftungsstadium bei Analyse des Bluts, des Harns und der 
Organe beobachtet. e 

„Die bei den Eckschen Hunden im Vergiftungsstadium 
beobachteten Veränderungen im Ammoniakgehalte können also“, 
sagt er, „auf verschiedene Weise gedeutet werden, und zwar: 

a) Der Ammoniakgehalt im Blut, im Gehirn und wahr- 

scheinlich in anderen Organen ist im Verhältnis zur 
Norm erhöht. Der Prozentgehalt des Ammoniakstick- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie. 
2) l. c. 479 (275). 
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stoffs im Harn ist gleichfalls gesteigert, der des Harnstoffs 
aber erniedrigt. 

b) Bei erhöhtem Ammoniakgehalt im Blut, Gehirn und in 
den Organen bleibt das Verhältnis der Stickstoffsub- 
stanzen im Harn unverändert. 

c) Der Ammoniakgehalt im Gehirn und wahrscheinlich in 
den Organen ist erhöht, im Blut und im Harn stellt 
seine Menge keine besonderen Abweichungen von der 
Norm dar. 

Auf Grund des Dargelegten besteht das Wesen der Ver- 
giftung bei den Eckschen Hunden im folgenden: Der Hund 
bleibt eine Zeitlang normal, er bekommt stickstoffreiches Futter, 
seine Verdauungsdrüsen entfalten ihre Tätigkeit und das von 
der Arbeit der Verdauungsdrüsen herrührende Ammoniak ge- 
langt in das Pfortadersystem;; hierzu werden auch die Verdauungs- 
produkte aus dem Magendarmtractus, d. i. die Albumosen, 
Peptone, Amidosäuren und NH,, zugeführt. 

Das alles, ohne mit der Leber in Berührung zu kommen, 
gelangt in den allgemeinen Kreislauf. Die Amidosäuren werden 
im Organismus oxydiert und liefern gleichfalls Ammoniak. Der 
ganze Organismus wird infolgedessen mit Ammoniak über- 
schwemmt: ein Teil von ihm wird durch die Nieren ausgeschieden, 
ein Teil, welcher mit der A. hepatica der Leber zugeführt wird, 
wird daselbst in Harnstoff umgewandelt, ein Teil sammelt sich 
im Centralnervensystem und wahrscheinlich in anderen Organen 
an. Weder im Blut noch im Harn ist zu dieser Zeit ein Über- 
schuß an Ammoniak vorhanden, der Hund aber befindet sich 
nicht mehr in normalen Verhältnissen, denn eine Ammoniak- 
anhäufung in den Organen und speziell im Gehirn kann für den 
Organismus nicht ohne Folgen bleiben und ruft das Vergiftungs- 
bild hervor. Endlich beginnt die Ammoniakanhäufung auch im 
Blute, später seine Vermehrung im Harn. Im Falle, daß das 
Tier von den Folgen dieser Vergiftung sich erholt, geben die 
Gewebe ihren Ammoniak allmählich durch die A. hepatica an 
die Leber ab, welche ihn in Harnstoff verwandelt, wodurch der 
Organismus von dem Ammoniaküberschuß befreit wird; tritt 
aber der Tod ein, so erhalten wir verschiedene Resultate in dem 
Ammoniakgehalt des Harns, des Blutes und der Organe, je nach 
dem Moment, in welchem der Tod eingetreten ist. Diese Deutung 
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steht keineswegs im Widerspruch mit den vorhandenen Be- 
obachtungen; im Gegenteil, sie steht mit ihnen im Einklang und 
erklärt die scheinbaren Widersprüche in den gefundenen Harn- 
stoff- und Ammoniakstickstoffmengen des Harns.“ 

Nachdem wir zweifellos die Fähigkeit der Organe, das Am- 
moniak aus dem Blut an sich zu reißen, bewiesen haben, finden 
die Versuche Biedls und Winterbergs mit Einführung von 
Lösungen kohlensauren Ammoniaks ins Blut, die sie Hunden 
mit akuter Eckscher Fistel ohne oder mit gleichzeitiger Ligutar 
der Art. hepatica oder nicht nur dieser Arterie, sondern auch 
aller Blutgefäße des Tripus Halleri, ausgeführt haben, ihre Er- 
klärung, eine Erklärung, welche „die ammoniakentgiftende 
Funktion der Leber“ keineswegs untergräbt. 

Der Überschuß des von den Autoren eingeführten Ammoniaks 
wurde aus dem Blut in die Gewebe abgegeben, vor allen an die 
Muskeln, und dort deponiert; infolgedessen kehrte der Ammoniak- 
gehalt des Blutes nach einiger Zeit zur Norm zurück. Außerdem 
müssen wir hier besonders betonen, daß man Versuche mit akuter 
Eckscher Fistel nicht mit Versuchen mit chronischer Fistel ver- 
gleichen kann. In letzterem Falle ist eine chronische Insuffizienz 
der Leber vorhanden, infolge deren die Fähigkeit der Gewebe 
und Organe, das Ammoniak an sich zu reißen, als fast erschöpft 
sich erweisen kann, d. h. der Organismus eines solchen Hundes 
befindet sich hinsichtlich des Ammoniaks im Zustande des labilen 
Gleichgewichts, aus welchem es leicht gebracht werden kann. 
Man kann auch keineswegs Ecksche Hunde mit Hunden ver- 
gleichen, bei welchen die Leber vollkommen aus dem Blut- 
kreislauf ausgeschieden ist. Wie die Versuche Salaskins und 
Zaleskis!) bewiesen haben, sind die Beziehungen im letzteren 
Falle viel komplizierter, und die beobachteten Erscheinungen 
können nicht wie bei Hunden mit Eckscher Fistel auf die bloße 
Vergiftung mit Ammoniak zurückgeführt werden. 

In Anbetracht des Dargelegten halten wir die Anschauung 
der Petersburger Schule bis jetzt für nicht erschüttert. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 29, 517. 


Über das Schicksal des Phenylharnstoffs und der 
Oxanylsäure im Organismus des Hundes. 


Von 
S. Salaskin und Katharina Kowalevsky. 


(Aus dem physiologisch -chemischen Laboratorium der Medizinischen 
Hochschule für Frauen zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 10. April 1907.) 


In unserer gemeinsamen Arbeit!) hatten wir darauf hin- 
gewiesen, daß wir zum Zweck der Aufklärung des Chemismus 
der Harnstoffbildung Versuche mit Phenylglycin und Oxanyl- 
säure in Aussicht genommen hatten. Über die Resultate dieser 
Versuche werden wir hier berichten. 

Hinsichtlich der Bildung des Harnstoffs im tierischen Organis- 
mus kann man, abgesehen von seiner Entstehung aus Arginin 
unter der Einwirkung der Arginase, gegenwärtig als feststehend 
nur die Entstehung aus den stickstoffhaltigen Produkten der 
regressiven Metamorphose über das kohlensaure resp. carbamin- 
saure Ammoniak betrachten. Das beweist aber keineswegs, 
daß dies ihr einziger Bildungsmodus ist; es ist vielmehr sehr 
möglich, daß der Harnstoff das Endprodukt auch anders ver- 
laufender Reaktionen ist. So z. B. im Falle des Glykokolls: a) kann 
sich von ihm zuerst die Amidgruppe in Form von Ammoniak 
abspalten, und aus letzterem dann Harnstoff entstehen (folglich 
über das carbamin- resp. kohlensaure Ammoniak), oder b) aus 
dem Glykokoll kann in Gegenwart von Ammoniak Harnstoff 
durch die sogenannte Oxydationssynthese entstehen, wobei das 
Zwischenprodukt Oxaminsäure sein würde. 

Durch Versuche mit Glykokoll läßt sich diese Seite der 
Frage schwer lösen, — man ist hier gezwungen, nicht direkte, 
sondern nur indirekte Schlußfolgerungen zu ziehen. 





1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 42, 410. 
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So haben wir uns in der oben zitierten Arbeit auf Grund 
der Anhäufung des Ammoniaks im Blut, seiner Vermehrung im 
Harn und auf Grund der Abwesenheit von Glykokoll im Blut 
und in den Organen dahin ausgesprochen, daß vom Glykokoll, 
wenn man es Hunden intravenös einführt, die Amidgruppe in 
Form von Ammoniak abgespalten wird und daß aus letzterem 
sich Harnstoff bildet. | 

Viel bequemer und genauer ließe sich diese Frage am Phenyl- 
glycin C,H, - NH - CH, - COOH oder an Oxanylsäure C,H, - NH 
- CO - COOH lösen, da im Falle der Harnstoffbildung auf dem 
Wege der Oxydationssynthese im Harn Diphenylharnstoff C,H, 
-NH.-CO.NH.C,H, oder Phenylharnstoff C,H, NH. CO. NH, 
vorhanden sein müßte. 

Schultzen und Nencki!) haben zu diesem Zweck ver- 
sucht, Hunde mit Phenylglycin zu füttern, doch letzteres erwies 
sich als giftig; dasselbe hat auch Rosenfeld?) bei seinen Ver- 
suchen an Kaninchen gefunden; man könnte aus diesem Grunde 
Phenylglycin nur in Versuchen mit Bluttransfusion durch die 
Leber anwenden; Versuche mit Verfütterung von Oxanylsäure 
sind nicht ausgeführt worden, man kann jedoch denken, daß sie 
in ihrer Eigenschaft als Amid nicht so giftig sein wird wie das 
Phenylglycin, welches ein Amin ist. 

Doch vor Beginn der Versuche war es notwendig, vorher 
klarzulegen, wie sich der Organismus dem Diphenyl- und Phenyl- 
harnstoff gegenüber verhält. 

Zur Aufklärung dieser Seite der Frage wurden folgende 
Versuche ausgeführt: 

Ein Hund von 27,6 kg Gewicht erhielt im Verlaufe von 
4 Tagen je 5g Diphenylharnstoff in Fleisch eingehüllt. Im ge- 
sammelten Harn war kein Diphenylharnstoff vorhanden; die 
Menge der Ätherschwefelsäuren war äußerst gering. Wir kamen 
dann auf den Gedanken, daß der Diphenylharnstoff als ein in 
Wasser fast unlöslicher Körper aus dem Darm nicht resorbiert 
worden war, und tatsächlich fanden sich bei der Untersuchung 


der Faeces dieses Hundes in ihnen bedeutende Mengen Diphenyl]- 
harnstoff. 


1) Ber. d deutsch. chem. Ges. 2, 580. 
2?) Beiträge z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 379. 
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Zu diesem Zweck wurden die Faeces wiederholt mit Alkohol 
extrahiert, der Alkohol aus dem Alkoholextrakt abdestilliert 
und der Rest mit Äther ausgezogen; nachdem der Äther ver- 
dampft war, schied sich der Diphenylharnstoff in Form gut aus- 
gebildeter Kristalle aus. 

Zwei Wochen nach Beendigung der Versuche mit der Diphenyl- 
harnstofffütterung erhielt derselbe Hund zwei Tage der Reihe 
nach je 5g Phenylharnstoff (am ersten Tage 5g auf einmal, 
am zweiten in zwei Portionen zu 2,5 g). Im Verlaufe der ersten 
24 Stunden wurden 2170 ccm Harn abgesondert, seine Reaktion 
war alkalisch. Phenylharnstoff war im Urin nicht vorhanden. 
Gesamtschwefelsäure 0,531 g, gebundene 0,345 g; man ersieht 
aus diesen Zahlen, daß die Menge der letzteren im Vergleich zur 
Norm stark erhöht war. Eine wässerige Lösung des Ätherextraktes 
aus dem Harn gab folgende Reaktionen auf Anilin: 1. Mit Brom- 
wasser, 2. mit dem Millonschen Reagens und 3. mit K,Cr,O, 
+ H,SO,.. 

Der Harn wurde nach Extraktion mit Äther mit HC] gekocht 
und, nach Neutralisation mit Soda, von neuem mit Äther extra- 
hiert. Sowohl der mit HCl gekochte Harn als auch die wässerige 
Lösung des Ätherextraktes aus demselben gaben die Reaktion auf 
p-Amidophenol, d. h. auf Zusatz von Phenol und Chromsäure 
färbt sich die Flüssigkeit rot, welcher Farbenton nach Über- 
sättigung mit Ammoniak in blau übergeht (Indophenolreaktion). 

Im Harn wurde im Verlaufe der zweiten 24 Stunden kein 
Anilin gefunden; die Reaktion auf p-Amidophenol gelang aber 
ausgezeichnet. 

Somit wird der Phenylharnstoff im Organismus nach folgen- 
dem Schema zersetzt: 


I. H,-NH:CO:NH, + H,O = C,H,NH, + NH, + CO, 


OH 

II. C,H, - NH, + O = C,H,“ R 

eis 2 Sa\NH, 
letzteres aber gibt mit H,SO, die Ätherschwefelsäure des p-Amido- 
phenols 
H /OSO, OH 

NH, 

Der Harn gibt vor dem Kochen mit HCl die Reaktion auf 

p-Amidophenol nicht; folglich ist die gesamte Menge dieses 


Cs 
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Körpers in Form der Ätherschwefelsäure vorhanden, wodurch 
die Erhöhung der Menge dieser letzteren im Harn nach Ver- 
fütterung des Phenylharnstoffs erklärt wird. 

Derselbe Hund erhielt nach einer bestimmten Pause im 
Verlaufe von zwei Tagen Oxanylsäure, am ersten Tage 5 g auf 
einmal, am zweiten zwei Portionen zu je 2,5g. Die Oxanyl- 
säure hatten wir synthetisch aus Anilin und wasserfreier Oxal-. 
säure erhalten. 

‚Es war 2500 ccm Harn gesammelt worden. Derselbe enthält 
weder Phenylharnstoff noch p-Amidophenol; in Anbetracht dessen 
wird der Harn mit HCl angesäuert und mit Äther extrahiert. 
Nachdem der Äther abdestilliert, bildete sich im Ätherextrakt ein 
kristallinischer Niederschlag. Durch Kochen ihrer Lösung mit 
Tierkohle gereinigt, schmolzen diese Kristalle bei 149° und 
zeigten alle Eigenschaften der Oxanylsäure. 

Somit verhalten sich zwei Körper, die ihrer Konstitution 
nach einander recht nahe stehen, wie man dies aus ihren Formeln 
ersehen kann, 


NH ° C,H, NH e CG, 
| | 

CO und CO 

| | 

NH, COOH, 


dem tierischen Organismus gegenüber ganz verschieden, und 
zwar in Abhängigkeit von der Atomgruppe, mit welcher im 


| 
CO 
| 
die frei bleibende Bindungseinheit des Kohlenstoffs verbunden ist. 
In dieser Hinsicht ist es interessant, sich der Beobachtung 
Schultzens und Nenckis!) zu erinnern, daß das Acetamid im 
Organismus keinerlei Veränderungen erleidet, während das 
Glykokoll zersetzt wird. Auf Kosten der Produkte dieser Zer- 
setzung bildet sich dann eben der Harnstoff. Vergleichen wir 
die Formeln dieser Verbindungen. 
O H, 
ll | 
NH, NHL. 





(Le 
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Die Autoren sagen, daß ‚offenbar die Lage des Sauerstoffs 
im Molekül des Acetamids in der Nähe des Stickstoffs dieser 
Verbindung ihre Widerstandsfähigkeit im tierischen Körper 
verleiht‘. Das verschiedene Schicksal des Phenylharnstoffs und 
der Oxanylsäure im Organismus spricht dafür, daß hier auch 
andere Atomgruppen, mit denen der Kohlenstoff verbunden ist, 


von Bedeutung sind; — so ersieht man aus den Formeln des 

Phenylharnstoffs (I) und der Oxanylsäure (II), 
I. II. 
O O 
il | 

/C—NH - CH C-COOH. 

NSH, ES Wm 

C,H, 


daß in beiden Fällen der Sauerstoff in der Nähe des Stickstoffs 
steht, und nichtedestoweniger wird der Phenylharnstoff im 
Organismus zersetzt. 

Die erhaltenen Resultate zeigen, abgesehen von dem Inte- 
resse, welches sie an und für sich erwecken, außerdem noch, daß 
weder das Phenylglycin noch die Oxanylsäure zur Lösung der 
Frage über den Modus der Entstehung des Harnstoffs im tierischen 
Organismus geeignet sind. 

Schultzen und Nencki weisen aus Anlaß der Beobachtung 
von Vergiftungserscheinungen beim Hunde nach Einnahme von 
Phenylglycin darauf hin, daß bei Ätherextraktion der von ihnen 
erhaltenen geringen Harnmenge sie Spuren eines kristallinischen 
Niederschlages darstellen konnten, welcher, wie sie dachten, 
vielleicht Diphenylharnstoff ist. Auf Grund des Dargelegten 
kann man wohl kaum an die Bildung von Diphenylharnstoff 
aus Phenylglycin im Organismus denken. 


Einige Versuche mit Hefepreßsaft. 


Von 
Eduard Buchner und Robert Hoffmann. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1907.) 


Obwohl über den Hefepreßsaft von dem einen von uns und 
einer Reihe von Mitarbeitern schon zahlreiche Untersuchungen 
veröffentlicht wurden!), finden sich noch immer mannigfache, 
dem Experimente zugängliche Probleme. Im folgenden seien 
zunächst zwei Versuchsreihen beschrieben, welche anknüpfen an 
eine früher behandelte Aufgabe, nämlich Trennung der Zy- 
mase?) von den übrigen Enzymen des Preßsaftes.. Damals 
wurde versucht, die Zymase von der Invertase zu befreien’). 
Die neuen Versuche hatten einerseits Abscheidung der Endo- 
tryptase aus dem Preßsaft, andererseits Trennung der Maltase 
von der Zymase zum Ziele; es mag gleich bemerkt sein, daß diese 
wegen der ähnlichen Eigenschaften und der Empfindlichkeit der 
zu trennenden Körper außerordentlich schwierigen Aufgaben auch 
diesmal nicht gelöst wurden. 

Dann folgen Versuche über den Einfluß von Ozon 
auf die Gärwirkung des Hefepreßsaftes.. Nachdem durch die 


1) Siehe Ber. d. deutsch. chem. Ges. 30, 1897ff., sowie Zeitschr. f. 
physiol. Chemie 37. 1903ff. Vgl. ferner E. u. H. Buchner und M. Hahn, 
Die Zymasegärung. München 1903. 

2) Unter diesem Sammelbegriff seien hier die beiden Stoffe zusammen- 
gefaßt, die bei der alkoholischen Gärung des Zuckers eine Rolle spielen, 
nämlich das Enzym, welches speziell Hefenzymase genannt wurde und 
den Zucker in Milchsäure spaltet, und die Lactacidase, die Milchsäure in 
Alkohol und Kohlendioxyd zerlegt; siehe Buchner und Meisenheimer, 
Ber. d. deutsch. chem. Ges. 38, 621, 1905. 

3) Buchner und Antoni, Zeitschr. f. physiol. Chemie 44, 209, 1905. 
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Versuche von C. Harries!) die Aufmerksamkeit auf dieses 
kräftige Agens neuerdings hingelenkt worden war, schien es von 
Interesse, festzustellen, wie sich die Zymase ihm gegenüber ver- 
hält. Bezüglich anderer Enzyme, von Diastase, Emulsin, Peptase, 
Invertase usw., hat, wie sich herausstellte, W. Sigmund in 
einer ausführlichen Untersuchung bereits nachgewiesen?), daß 
Ozonbehandlung die Wirkung sehr herabsetzt. Auch beim Ein- 
leiten von Ozon in eine Zuckerlösung mit lebender Hefe wird nach 
dem gleichen Verfasser?) die Kohlendioxydentwicklung sehr ver- 
mindert. Unsere Versuche haben nun ergeben, daB mit Ozon 
behandelter Preßsaft viel von seiner Gärkraft verliert und zwar 
gleichgültig, ob man nach dem Ozoneinleiten Trauben- oder 
Rohrzucker zusetzt. Es scheint sich also direkt um ein Unwirk- 
samwerden der Zymase zu handeln®). Der Grad der Schädigung 
steigt mit der Menge des zugeführten Ozons. Beim Einleiten 
dieses Gases in den Preßsaft tritt Schäumen, Trübung und 
allmähliches Ausscheiden von flockigem Gerinnsel ein, das sich 
bei längerer Dauer der Ozonzuführung vermehrt. Es ist wohl 
möglich, daß das Auftreten dieses Niederschlags mit der Zer- 
störung der Zymase im Zusammenhange steht. Eine gleich- 
behandelte Hühnereiweißlösung zeigte nur eine schwache Trübung. 

Hieran schließen sich Versuche über die Einwirkung von 
Phenol auf die Gärkraft des Preßsaftes, welche bisher noch nicht 
studiert worden war; sie können, da sich Mikroorganismen und 
um so mehr lebende Protoplasmastückchen gegenüber jenem 
Antiseptikum viel empfindlicher zeigen müßten, als weitere 
Bestätigung der enzymartigen Natur des Gärungsagens dienen. 

Als Anhang ist endlich noch eine Entgegnung an die Adresse 
der Herren Th. Bokorny und Hugo Fischer angereiht. 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 30, 1933, 1903; Liebigs Ann. d. Chemie 
343, 311, 1905; vgl. auch die neuesten Mitteilungen Zeitschr. f. physiol. 
Chemie 51, 342, 373, 1907. 

2) Centralbl. f. Bakt. II. Abt. 14, 400, 1905. 

3) A. a. O. 412. 

4) Herr Sigmund hat selbst Versuche über die Einwirkung des 
Ozons auf die Zymase in Aussicht gestellt (a. a. O. 414). Es ist aber seit 
2 Jahren keine Mitteilung darüber erfolgt; auch scheint es bei den kompli- 
zierten, mit der Herkunft sich ändernden Eigenschaften des HefepreBsaftes 
nicht überflüssig, selbst wenn die gleichen Versuche von zwei verschiedenen 
Beobachtern angestellt worden sein sollten. Buchner. 
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Versuche zur Entfernung der Endotryptase aus dem Hefepreßsalt. 


Frischer Preßsaft verliert beim Lagern ziemlich schnell seine 
Gärwirksamkeit, was auf die Anwesenheit des von M. Hahn!) 
im Preßsaft entdeckten verdauenden Enzymes, der Endotryptase, 
zurückgeführt worden ist?). In Tryptaselösungen gelingt es, 
das Enzym auf eingetauchten Blutfibrinflocken festzulegen und 
mit diesen dann aus der Flüssigkeit zu entfernen. Aus neuester 
Zeit liegen derartige Versuche von M. Jakoby?) vor, deren 
Anordnung auch in unserem Fall Verwendung finden konnte. 
Wie bei Jakoby in eine Lösung von bestimmtem Tryptase- 
gehalt, so wurden bei uns einige möglichst gleichgroße, gründlich 
gewaschene und abgepreßte Blutfibrinflocken (Grübler) ein- 
gesenkt in frischen Hefepreßsaft.e. Nachdem eine Festlegung 
der Endotryptase angenommen werden konnte, was sich an der 
beginnenden Quellung, einem Durchscheinendwerden und einer 
grauen Verfärbung der ursprünglich undurchsichtig weißen 
Flocken erkennen ließ, wurden die letzteren herausgefangen, 
gründlich mit Wasser gewaschen und dann in Reagensröhren in 
je 2 ccm einer verflüssigten Chloroform- bzw. Phenolgelatine 
unter Zusatz einer kleinen Menge sehr verdünnter Sodalösung ein- 
getragen, so daß sie beim Erstarren der Gelatine mitten in dieser 
festgehalten blieben. Zur Beobachtung gelangte sodann, wie laneg 
Zeit bei 22° bis zur Verflüssigung der Gelatine verstrich. Vor 
der Verflüssigung machte sich um die Flocken herum in der sonst 
klaren Gelatine eine deutliche Trübung bemerklich, obwohl die 
Gelatine, um vor dem Auftreten von Mikroorganismen sicher zu 
sein, in allen Fällen mit einigen Tropfen Toluol bedeckt worden war. 

Es zeigte sich bald, daß, während Jakoby die Flocken 
auch bei niederer Temperatur (0°) mit !/,—1 prozentiger Tryptase- 
lösung nur fünf Minuten in Berührung zu lassen brauchte, um dann 
mit den herausgefangenen und gewaschenen Flocken eine baldige 
Verflüssigung von Gelatine zu erzielen, hier beim Hefepreßsaft 
die Flocken außerordentlich viel längere Zeit benötigten, um 
nachweislich wirksame Substanz aufzunehmen. Nachdem Vor- 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 31, 200, 1898; Zeitschr. f. Biol. 40. 
117, 1900. 

2) E. Buchner, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 30, 1111, 1897. 

3) Diese Zeitschr. 2, 144, 247, 1906. 
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versuche mit achtstündigem Digerieren der Flocken im Hefe- 
preßsaft bei 0° negativ verlaufen waren, wurden andererseits 
Flocken, die 31/, Stunden im Preßsaft bei 37° verweilt hatten, 
schon so weit angedaut, daß sie beim Versuche der Isolierung 
aus dem Preßsaft vollständig zerfielen. Als dagegen die Flocken 
mit dem Preßsaft 4—5 Stunden bei Zimmertemperatur gehalten 
wurden, konnten sie, ohne zu zerreißen, ausgewaschen werden und 
verflüssigten, in Gelatine eingebettet, die letztere bei 22° am 
3.—4. Tag, wobei sie schließlich zu Boden sanken und zerfielen. 
Kontrollversuche mit Fibrinflocken, welche ebensolange mit 
destillierttem Wasser bei Zimmertemperatur digeriert wurden 
und dann in mit den obigen Antisepticis versehene Gelatine 
eingebettet waren, veränderten sich bei mehrtägigem Stehen 
bei 22° nicht; es trat keine Verflüssigung oder Trübung der 
Gelatine ein. Endlich wurden auch noch ebensolche Fibrin- 
flocken in 10 ccm einer 0,02prozentigen Lösung von Tryptase 
(Grübler) 4—5 Stunden bei Zimmertemperatur (ca. 15°) ein- 
getaucht, dann mehrmals gewaschen und in die, wie oben be- 
schrieben, vor Infektionen geschützte Gelatine eingebettet, bei 
22° aufbewahrt. Die Verflüssigung trat nach 1—2 Tagen ein. 

Die beschriebenen Versuche beweisen also, daß die Endo- 
tryptase des Hefepreßsaftes auf Blutfibrin festgelegt und an den 
gründlich gewaschenen Flocken durch Verflüssigung von Gelatine 
nachgewiesen werden kann. 

Da die Wirkung des Preßsaftes auf das Fibrin, verglichen 
mit der Wirkung von Tryptase (Grübler), keine sehr starke war, 
konnte man zur Vermutung kommen, daß der Preßsaft keine 
erhebliche Menge von Endotryptase enthält. Es war mithin 
denkbar, daß der Preßsaft durch längeres Digerieren mit großen 
Mengen von Blutfibrin und darauffolgendes Filtrieren von einem 
beträchtlichen Teil seines Endotryptasegehaltes befreit werden 
würde. Dann konnte längere Zeit mit großen Fibrinmengen 
gestandener Preßsaft nach dem Abfiltrieren von diesen auf Zucker- 
zusatz vielleicht eine beträchtlich gesteigerte Gärwirkung ent- 
falten, wegen Verminderung des Gehalts an die Zymase zerstören- 
der Endotryptase. Mehrere Versuche zeigten aber, daß der nach 
4—Sstündigem Stehen bei Zimmertemperatur mit Blutfibrin 
filtrierte Preßsaft eine wesentlich geringere Gärwirkung aufweist 
als der sonst gleiche, aber ohne Blutfibrin ebensolange aufbewahrte 
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Saft. Es taucht demnach die Vermutung auf, daß auf dem Blut- 
fibrin nicht nur die Endotryptase, sondern auch für den Gärungs- 
vorgang wichtige Enzyme festgelegt werden. Beim Übergießen 
des vom Preßsaft abfiltrierten, mit Wasser gewaschenen Fibrins 
mit Zuckerlösung unter Zusatz von Toluol konnte allerdings 
auch bei 22° eine Gärwirkung nicht beobachtet werden. Wenn 
somit auch der direkte Nachweis fehlt, scheint eine Anlagerung 
der Gärungsenzyme an das Fibrin doch recht wahrscheinlich, ähn- 
lich wie z. B. Hedin!) kürzlich eine Absorption von Tryptase und 
überhaupt von Enzymen an Kohle und an Casein beobachtet hat. 
Im einzelnen gestalteten sich die Versuche wie folgt: 


Verflüssigung von Gelatine durch in Hefepreßsaft 
getauchtes Fibrin. 


1. Versuchsreihe. In drei Kölbchen mit je 20 ccm frischem 
Hefepreßsaft wurden je drei große Flocken von Blutfibrin ein- 
getragen und 5 Stunden bei 15° gehalten. Nun wurde die ge- 
eignetste der drei Flocken herausgefangen, mit Wasser gründlich 
gewaschen und in 2 ccm eben noch flüssiger Chloroformgelatine 
(auf 100 ccm Wasser, das mit Chloroform gesättigt war, 5 g 
Gelatine) unter Zusatz von 0,5 ccm einer 0,025 prozentigen Na- 
triumcarbonatlösung eingetragen, so daß die Flocken beim Er- 
starren mitten in der Gelatine festgehalten blieben. Nachdem 
noch oben auf die erstarrte Gelatine 0,2 ccm Toluol gegeben 
worden, wurden die Reagensröhren verstopft und bei 22° auf- 
gestellt. Zur Kontrolle kam in drei Röhrchen mit ebenderselben 
Chloroformgelatine auch unter Sodazusatz je eine Fibrinflocke, 
die 5 Stunden in destilliertem Wasser gelegen hatte; nach dem 
Erstarren erfolgte Aufstellung der Röhrchen unter den obigen anti- 
septischen Kautelen bei 22°. Endlich wurde in drei Röhrchen mit 
derselben verflüssigten Chloroformgelatine unter Sodazusatz ein- 
getragen je eine Fibrinflocke, die 41/, Stunden in 10 ccm einer 
0,02 prozentigen Lösung von Tryptase (Grübler) bei 15° gelegen 
hatte. Auch diese Röhrchen kamen bei 22° zur Aufstellung. 
Die Resultate sind unten in Tabelle I wiedergegeben. 

2. Versuchsreihe. Die Anordnung war genau dieselbe, 
wie bei 1. beschrieben, nur wurde an Stelle der Chloroformgelatine 


———— 





1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 50, 506, 1907. 


220 E. Buchner u. R. Hoffmann: 


zum Einbetten des Fibrins Carbolgelatine (100 g Wasser + 7 g 
Gelatine + 1 g Phenol) verwendet. Zusatz von Soda und von 
Toluol sowie Kontrollversuche wie bei 1 


Tabelle I. 


Verflüssigung von Gelatine durch in Hefepreßsaft 
getauchtes Fibrin. 


- 
| Von 3 Gelatineröhrchen sind 
Fibrinflocken, 5 Stunden bei 15°, bei 22° verflüssigt 

digeriert in: 















frischem Hefepreßsaft A versuch 3 
` destilliertem Wasser | Wasser . Versuch Fer wm bleibt unverändert 
(Kontrollversuch) K = fest 
verdünnter Tryptaselösung | 1. Versuch 3 DES | | Pee, 
(Kontrollversuch) CS e 2 | 3 == | = 


Gärwirkung des Preßsaftes nach Digerieren mit 
Blutfibrin. 


1. Versuch. In zwei Kölbchen mit je 30 ccm frischem Preß- 
saft wurden je 6 g gewaschenes und schließlich in der hydrau- 
lischen Presse abgepreßtes Blutfibrin (Grübler) eingetragen und 
zur Aufrechterhaltung der Sterilität je 3 ccm Toluol hinzugefügt. 
Nach 5stündigem Stehen bei 15° wurde vom Fibrin abfiltriert 
und in 20 ccm des Filtrats auf gewöhnliche Weise nach Meissl 
die Gärkraft bestimmt. Zur Kontrolle kamen in zwei Kölbchen 
je 20 ccm desselben Preßsaftes, der ebensolange bei 15° auf- 
bewahrt wurde; sodann erfolgte die Bestimmung der Gärkraft. 
Die Resultate sind in Tabelle II zusammengestellt. 

2. Versuch. Genau ausgeführt wie Versuch 1, aber mit 
dem Preßsaft, der dem Versuch 2 der Tabelle I entspricht. 

Zur Prüfung, ob sich die Gärungsenzyme vielleicht auf dem 
Fibrin einfach fixieren, wurde bei dem Versuch 1 und 2 die vom 
Hefepreßsaft abfiltrierten Fibrinflocken mit Wasser mehrmals 
gewaschen, zwischen Filtrierpapier abgepreßt und sodann in 
je zwei Meisslschen Gärkölbchen mit 30 prozentiger Trauben- 
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zuckerlösung unter Zusatz von genügendem Toluol übergossen. 
In sämtlichen vier Kölbchen trat bei 22° nach 4 Tagen nur 
die minimale Gewichtsabnahme von 0,02 g ein, welche wahr- 
scheinlich auf den Toluolverlust durch die Gummistopfen hin- 
durch zurückzuführen ist. Gärwirkung war demnach keine nach- 
zuweisen. 

3. und 4. Versuch. Diese beiden Versuche wurden genau 
wie 1 und 2 ausgeführt, und zwar 3 (ebenso wie l1 und 2) mit 
Preßsaft aus Münchener untergäriger Bierhefe, 4 mit Preßsaft 
aus Berliner Hefe. In allen Fällen trat durch das Digerieren mit 
Fibrin eine erhebliche Verminderung der Gärkraft ein. 


Tabelle II. 


Beeinflussung der Gärkraft des Hefepreßsaftes durch 
Digerieren mit Blutfibrin. 


Je 20 ccm Preßsaft + 8g Trauben- bzw. Rohrzucker + 0,2 cem Toluol, 22°. 





Kohlendioxyd in Gramm 


Hefepreßsaft, vorher | 
nach Tagen 


5 Stunden bei 15° 
aufbewahrt 


Zuckerart 










Nummer 




















| SES Traubenzucker 0,07 | 0,09 | 0.09 
t Fibrinflocke | , 
| mit Fibrinflocken | i 0.07 0.09 | 0.09 
Ä | Traubenzucker | 0,11 | 0,19 | 0,21 | 0.22 
hne Fibrinflock 
ohne Fibrinflocken , 0.18 |0.19 | 022 
ie Fibänhocken | Traubenzucker 0,13 
| , 0,13 
ohne Fibrinflocken Traubenzucker 0,37 
| i 0,35 
mie Fibeinflöcken a ës De ge 
Rohrzucker 0,49 | 0,80 | 0,95 | 0,97 


hne Fibrinflock 
ohne Fibrinflocken R 0,44 | 0,79 | 0,87 | 0,93 


en Rohrzucker 0.14 | 0.24 | 0.25 | 0,25 
t Fibrinflocke ) ) 
4 u en d 0,26 0,26 
! 
| 


| | 
| Rohrzucker We 0,51 | 0,59 | 0,63 
| 


hne Fibrintlocke 
ohne Fibrintiocken 0,59 | 0,62 | 0,64 


| j i 





Kos 
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Versuche zur Trennung der Maltase von der Zymase. 


Durch frischen Hefepreßsaft werden Rohr- und Malzzucker 
ebensoschnell vergoren wie Traubenzucker!). Soviel bekannt, 
geht jedoch der Spaltung der Disaccharide immer eine Zerlegung 
durch hydrolytische Enzyme, in unserem Falle durch Invertase 
bzw. Maltase, in Monosaccharide voraus; eine Verzögerung der 
alkoholischen Gärung wird aber dadurch nicht bedingt. Die 
Maltase scheint nach den Untersuchungen von Emil Fischer?) 
gegen Alkohol sehr empfindlich zu sein, womit übereinstimmt, 
daß die im Handel befindliche, durch mehrmalige Fällung von 
Hefeauszug mit Alkohol dargestellte Invertase keine Maltase 
mehr enthält, obwohl solche doch in dem ursprünglichen Auszug 
vorhanden sein dürfte. Da es andererseits nach Versuchen von 
Buchner und R. Albert?) gelingt, durch Eintragen von Hefe- 
preßsaft in große Mengen eines Gemisches von Alkohol und Äther 
eine pulverige Fällung zu erzielen, welche noch die gesamte 
Gärkraft des ursprünglichen Saftes enthält, konnte man hoffen, 
auf diesem Wege eine mehr oder minder vollständige Befreiung 
der Zymase von der Maltase zu erreichen, welch letztere durch 
die Alkoholbehandlung zerstört werden mußte. Diese Trennung 
konnte fühlbar werden, wenn mit der Alkohol-Ätherfällung des 
Preßsaftes einerseits Glucose, andererseits Maltose zur Vergärung 
gelangte. Im Gegensatz zu diesen Hoffnungen haben aber aus- 
führliche Versuche (s. Tabelle III) ergeben, daß die Alkohol- 
Ätherfällung des Preßsaftes innerhalb der Fehlergrenzen gleiche 
Gärkraft besitzt, gegenüber Trauben- und Malzzucker und, wie 
zur Kontrolle bestimmt wurde, auch gegenüber Rohrzucker. Das 
einmalige Ausfällen mit Alkohol und Äther hat demnach weder 
die Maltase noch die Invertase wesentlich geschädigt. 

Als allerdings die Preßsaftfällung von neuem in Wasser auf- 
genommen, durch Zentrifugieren von dem nicht in Lösung ge- 
gangenen getrennt und abermals durch Eintragen in Alkohol 


1) Buchner und Rapp, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 31, 1090, 1898. 
— E. u. H. Buchner und M. Hahn, Die Zymasegärung 1903, 98. 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 27, 2990, 3480, 1894; Zeitschr. f. physiol. 
Chemie 26, 73, 1898; vgl. auch F. Röhmann, Ber. d. deutsch. chem. 
(ses. 27, 3253, 1894. 

3) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 33, 266, 971, 1900. — Buchner und 
Hahn, Zymasegärung 1903, 237. 
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und Äther als weißes Pulver niedergeschlagen wurde, zeigte sich, 
soweit aus zwei Versuchen geschlossen werden kann, gegenüber 
Maltose eine geringere Gärkraft als gegenüber Glucose. Die 
Empfindlichkeit der Maltase gegenüber Alkohol scheint also hier 
hervorzutreten. Jedoch ist sie nicht sehr groß, wie auch A. C. 
Hill!) festgestellt hat, daß sorgfältig bei 100° getrocknete Hefe 
3 Tage lang unter Alkohol aufbewahrt werden kann, ohne an 
Wirksamkeit gegenüber Maltose einzubüßen. Vielleicht muß 
der starke, von E. Fischer?) beobachtete Rückgang an Wirkung 
bei Fällung der Maltase durch Alkohol — durch einmalige Fällung 
ging zum Beispiel die Enzymwirkung einer Lösung auf Maltose 
auf 4%, der ursprünglichen zurück — mehr auf die zur Fällung 
der Maltase ungenügende Menge von zugesetztem Alkohol (es 
wurden nur zwei Volumina zugegeben) zurückgeführt werden, als 
auf direktes Unwirksamwerden der Maltase. Bei unseren Ver- 
suchen sind außerordentlich viel größere Mengen von Alkohol zur 
Anwendung gekommen, nämlich 8 Volumina Alkohol unter 
Zusatz von 4 Volumina Äther. Denkbar wäre natürlich auch, 
daß in dem Hefepreßsaft von vornherein ein sehr großer Über- 
schuß an Maltase vorhanden ist und auch nach Zerstören eines 
Teiles desselben durch einmalige Alkohol-Ätherfällung immer 
noch genügende Mengen zur Hydrolyse des Malzzuckers vorhanden 
sind. Eine Entscheidung zwischen diesen verschiedenen Möglich- 
keiten wäre wahrscheinlich durch direkte Messung der hydro- 
lytischen Wirkung eines Hefepreßsaftes und der Alkohol-Äther- 
fällung auf Maltose zu erbringen. 

Die Alkohol-Ätherfällung des Preßsaftes für diese Versuche 
erfolgte genau nach den früheren Angaben). Zur Bestimmung 
der Gärkraft wurden je 3 g der trockenen pulverigen Fällung 
mit 10 ccm Wasser in der Reibschale angerieben und dann unter 
allmählichem Zusatz von weiteren 10 ccm Wasser möglichst 
quantitativ, ohne vorher zu filtrieren, in einen Meissl-Gärkolben 
übergeführt, wo nunmehr der Zusatz der betreffenden Zucker- 
art und von Toluol erfolgte. 


1) Journ. Chem. Soc. 73, 634, 1898. 

2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 27, 3480, 1894. 

3) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 33, 972, 1900; Buchner und Hahn, 
Zymasegärung 1903, 237. 
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Zur Herstellung des zweimal durch Alkohol und Äther ge- 
fällten Niederschlages wurden 14 g erstmaliger Fällung mit 
140 ccm Wasser angerieben und nach mehrmaligen, vergeblichen 
Filtrier- und Absaugversuchen die trübe Flüssigkeit centrifugiert. 
Es resultierten 100 ccm klare Lösung, welche in ein Gemisch von 
800 ccm absoluten Alkohol und 400 ccm absoluten Äther ein- 
getropft wurden. Die Ausbeute an im Vakuum getrockneter 
weißpulveriger Fällung betrug nur 7 g, so daß es auch bei Berück- 
sichtigung der bei den mißlungenen Filtrierversuchen eingetretenen 
Verluste sowie des ungelöst gebliebenen Rückstandes sehr fraglich 
ist, ob bei der Alkohol-Ätherfällung alle Substanz aus der Lösung 
wieder abgeschieden wurde. 


Tabelle III. 


Preßsaftfällung und Glucose, Saccharose sowie Maltose. 


Je 3 g Fällung + 20 ccm Wasser + 8,4 g Glucose bzw. Maltose 
bzw. 8 g Saccharose + 0,2 ccm Toluol, 22°. 


3 | Kohlendioxyd in Gramm 

























| 
E | Zuckerart | nach Tagen 
sl ı | 2 | 3 | 4 
l Traubenzucker 1,20 
2 1,20 
A Rohrzucker 
É Malzzucker 
| Traubenzucker = 0.79 
9 en | 0,66 | 0,78 | 0,19 | 0,80 
10 0,64 0,74 0,75 0,77 





0,89 
0,92 


r | H ale = 
15 | te 0,65 0,74 0,76 
16 | 0,66 | 0,76 0,77 
17 | EE | 066 | 076 | 077 | 0,8 
18 j | 0.75 0,79 0,81 0,81 
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Tabelle IV. 


Zweimalige Preßsaftfällung und Glucose bzw. Maltose. 


Je 1,5 g Fällung + 20 cem Wasser + 8,4 g Glucose bzw. Maltose 
+ 0,2 ccm Toluol, 22°. 


ee | Kohlendioxyd in Gramm nach Tagen 
Nummer ` Zuckerart 
a le hi 


t 
li 










| 
| Traubenzucker 
| 








BEE 
| Malzzucker | 0,34 0,37 
| 


030 | 0,33 


Hefepreßsaft und Ozon. 


In zwei Erlenmeyer-Kölbchen mit je 20 ccm frischem 
Hefepreßsaft wurde zeitlich hintereinander je 1/,—?/, Stunden 
lang Ozon eingeleitet, während sie in Wasser von 10° eingestellt 
waren. Hernach erfolgte Bestimmung der Gärkraft nach Meissl 
unter Zusatz von 8 g Trauben- bzw. Rohrzucker und 0,2 ccm 
Toluol bei 22°. Zwei andere Kölbchen mit ebendemselben Preß- 
saft dienten zur Kontrolle der Gärkraft; sie blieben ebensolange 
in Wasser von 10° ohne Gaszuleitung stehen und erhielten dann, 
wie die andern, Zusätze von Zucker und Toluol. 

Zur Darstellung des Ozons wurde Sauerstoff aus einer Stahl- 
flasche, der eine Waschflasche mit Wasser passiert hatte, durch 
einen ÖOzonisator nach Houzeaul) geleitet, bei welchem die 
dunkle, elektrische Entladung jedoch zwischen spiralförmig ge- 
wundenen Platindrähten stattfand. Die Stromstärke betrug 
meistens 1,3 Ampere bei 12 Volt Spannung. Das gebildete Ozon 
kam nur mit Glas und paraffinierten Korkstopfen in Berührung 
und wurde direkt in den Preßsaft eingeleitet. Dabei erfolgte die 
Regulierung des Sauerstoffstromes in der Weise, daß in den 
Preßsaft in der Sekunde etwa eine Gasblase eintrat. 

Zur Bestimmung des eingeleiteten Ozons wurde zeitlich 
direkt nach Einleitung in das erste Kölbchen mit Hefepreßsaft 
und vor Einleitung in das zweite Kölbchen mit Preßsaft, ohne 
am Gasstrom oder am elektrischen Strom irgend etwas zu ändern, 
das Ozon die gleiche Zeit hindurch in eine Lösung von 0,5 g Jod- 
kalium in 20 ccm Wasser eingeleitet, ganz ähnlich wie dies auch 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 5, 217, 1872. 
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Sigmund ausgeführt hatt). Das ausgeschiedene Jod wurde 
sodann, nachdem die 0,5 g Jodkalium nach der Gleichung 
2 JK + 0O; + H0 = Ja + 2 KOH + O; 

entsprechende Menge von 3 ccm n-Schwefelsäure hinzugefügt 
war?), mit ”/iọ-Natriumthiosulfatlösung unter Zusatz von Stärke 
titriert. Die Mengen des eingeleiteten Ozons betrugen bei drei 
Versuchen nach 1l/,stündiger Einleitung 0,0104 g bzw. bei 
s/ stündiger Einleitung 0,0348 und 0,0123 g. Dementsprechend 
war die Schädigung der Gärkraft bei den mittleren Versuchen weit- 
aus am stärksten. Gleichzeitig machte sich hier auch die be- 
trächtlichste Fällung und Gerinnselbildung bemerklich. Während 
bei dem ersten und dritten Versuch behufs Ermittlung der Gär- 
kraft Traubenzucker hinzugesetzt wurde, kam bei dem mittleren 
Rohrzucker zur Verwendung. Die große Schädigung der Gär- 
wirkung in letzterem Fall könnte man auch auf eine Schädigung 
der Invertase zurückführen, welche vor der Vergärung das 
Disaccharid zu Hexosen spalten muß. Aber der erste und 
dritte Versuch beweisen, daß es sich bei der Ozonwirkung um 
eine direkte Schädigung der Gärungsenzyme handelt. 


Tabelle V. 
Einfluß von Ozon auf die Gärwirkung.d. Hefepreßsaftes. 
Je 20 ccm Preßsaft + 8g Trauben- bzw. Rohrzucker + 0,2 ccm Toluol, 22°. 
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1) A. a. O. 406. 
2) Vgl. Ladenburgu. Quasig, Ber. d deutsch. chem. Ges. 34, 1184, 1901. 
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Einfluß von Phenol auf die Gärwirkung des Preßsaftes. 


Setzt man zu frischem Hefepreßsaft gleichzeitig mit Zucker 
gewisse antiseptische Mittel!), z. B. Chloroform oder Thymol, 
hinzu, so werden die Gärungserscheinungen nur in geringem Maße, 
bei Anwendung von Toluol überhaupt kaum merklich herab- 
gedrückt, ein Beweis dafür, daß die wenigen lebenden Organismen 
im Safte nicht die Ursache von dessen Gärwirkung vorstellen, 
und eine Tatsache, die sehr dagegen spricht, daß es sich im Preß- 
saft um die Wirkung lebender Protoplasmastückchen handelt. 
Von Phenol war bisher bei diesen Versuchen kein Gebrauch 
gemacht worden, obwohl es sich zu der Beantwortung dieser 
Fragen sehr gut eignen mußte, denn wir kennen durch die Unter- 
suchungen von Chr. Knoesel?) sein Verhalten gegenüber unter- 
gäriger Bierhefe sehr genau. 0,23—0,28 g Phenol auf 100 ccm, 
also etwa 0,25%, unterdrücken die Gärung und 0,46—0,55 g auf 
100 ccm, also etwa 0,5%, töten die Hefe. Ferner wird, was für 
unsern Fall besonders wichtig ist, angegeben, daß die Phenol- 
wirkung erfolgt, gleichgültig ob viel oder wenig Hefezellen zu- 
gegen sind. Was die Wirkung von Phenol auf Bakterien betrifft, 
so hemmen 0,2%, das Wachstum von Milzbrandbazillen in Rinder- ` 
blutserum, und Zusatz von 1% Phenol tötet von Sporen freie 
Bakterienzellen innerhalb 10 Minuten?). Andererseits wird be- 
richtet, daß dieses Antiseptikum auf Enzyme nicht sehr schä- 
digend wirktt). 

Da schon der erste Versuch ergab, daß der Zusatz von festem 
gepulverten Phenol in Preßsaft an den Einfallstellen außerordent- 
lich starke Eiweißfällung verursacht, was mit einem erheblichen 
Sinken der Gärwirkung verbunden ist, so wurde von da ab das 
Phenol in 3 ccm Wasser gelöst und tropfenweise unter Um- 
schütteln des Kölbchens hinzugefügt. Es trat auch dann eine 
mit der Menge des zugesetzten Phenols und insbesondere auch 
mit der Einwirkungsdauer zunehmende Fällung auf, die bei 0,5% 
Phenol am ersten Tage als leichte Trübung erscheint, wogegen 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 30, 119, 1897; 31, 1088, 1898; s. auch 
Die Zymasegärung 1903, 175, 176. | 

2) Centralbl. f. Bakt. II. Abt. 8, 304, 1902. 

3) A. Fischer, Vorlesungen über Bakterien. Jena 1903, 118. 

4) P. C. Plugge, Pflügers Archiv f. Physiol. 5, 551, 1872. 
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sie bei Zusatz von 1% Phenol nach 4tägigem Stehen bei 22° 
sich in Form eines starken Niederschlages abscheidet. 

Im ganzen liegen jetzt drei Versuchsreihen mit Zusätzen 
von 0,5—1% Phenol vor (s. Tabelle VI). Überall wurden zum 
Vergleich der Gärkraft zwei Kontrollversuche angestellt, wo 
anstatt von Phenol der übliche Zusatz von 0,2 ccm Touol erfolgte. 
Es zeigte sich, daß schon 0,5%, Phenol, wie das Auftreten der 
Eiweißfällung von Anfang an vermuten ließ, eine gewisse Schädi- 
gung der Gärwirkung verursacht, die aber als ein Drittel der 
Gesamtwirkung erreicht (Versuche Nr. 9 und 10, 17 und 18), 
bei besonders stark gärwirksamem Preßsaft aber fast ver- 
schwindet (Versuche Nr: 3 und 4). Zusatz von 1% Phenol 
verhindert die Gärwirkung auch noch nicht; aber sie sinkt ge- 
wöhnlich um etwa zwei Drittel des früheren Wertes (Versuche 
Nr. 13 und 14, 21 und 22); in sehr günstigem Falle, bei 
besonders gutem Preßsaft, kann der Verlust auch bedeutend 
weniger betragen (Versuch Nr.6). Diese Ergebnisse schließen die 
Annahme aus, daß im Preßsaft lebende Plasmastückchen als 
Gärungsagens vorhanden sind, denn die Gärwirkung ist noch 
bei einer Phenolkonzentration (0,5%) sehr kräftig, welche die 
Gärwirkung von lebender Hefe unterdrückt und letztere sogar 
tötet. 

Tabelle VI. 


Gärwirkung des Hefepreßsaftes bei Zusatz von Phenol. 


Je 20 ccm Hefepreßsaft +8 g Rohrzucker 4 wechselnde Mengen Phenol, 
gelöst in 3 ccm Wasser, 22°. 
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1) Als Antiseptikum wurde bei diesen Versuchen wie gewöhnlich 
0.2 ccm Toluol hinzugesetzt. 
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1) Als Antiseptikum wurde bei diesen Versuchen wie gewöhnlich 
0,2 ccm Toluol hinzugesetzt 

2) Hier war das Phenol dem Hefepreßsaft in Substanz in fein pulveri- 
siertem Zustand hinzugefügt worden, was eine sehr beträchtliche Eiweiß- 
fällung zur Folge hatte. Von nun an wurde das Phenol bei allen Versuchen 
zunächst in 3 ccm Wasser gelöst und erst die Lösung in den ständig ge- 
schüttelten Preßsaft eingetropft. 

3) Der große Unterschied in der Gärkraft dieses Versuches gegenüber 
Nr. 5 ist darauf zurückzuführen, daß hier beim Eintragen des vorher bereits 
in Wasser gelösten Phenols in den Preßsaft eine verhältnismäßig nur 
geringe Eiweißfällung eintrat. 
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Anhang: Buchner, Entgegnung an die Herren Th. Bokorny 
und Hugo Fischer. 


Von den vielen abfälligen Kritikern der Zymaseentdeckung 
sind nur mehr zwei übrig geblieben, welche noch in neuerer Zeit 
ihren abweichenden Standpunkt betonen. Eine Überzeugung 
dieser Gegner kann nicht erhofft werden; um jeden Schein einer 
Zustimmung meinerseits auszuschließen, soll aber doch eine 
Erwiderung erfolgen. 

Herr Bokorny!) veröffentlicht eine Reihe von Versuchen 
mit lebender Hefe, um bei verschiedenen Giften eine Quantität 
aufzufinden, durch die ‚eben noch das Protoplasma völlig getötet 
wird, nicht aber die Fermente‘“‘. Mit Staunen sieht man, daß der 
Verfasser für alle jene Giftstoffe eine ähnliche Wirkungsweise auf 
die Zymase vermutet; er spricht noch immer nur von einer 
Verbindung mit den Enzymen, von einem Zusammentreten nach 
bestimmten Gewichtsverhältnissen, nicht allein bei Blausäure, 
Natriumazimid, Fluorid, Arsenit und Schwefelsäure, sondern 
auch bei Alkohol und sogar bei Toluol. Alkohol dürfte doch 
lediglich durch Ausfällung oder Gerinnung infolge von Wasser- 
entziehung wirken. Bei Toluol ist der ganzen Natur dieses Körpers 
nach eine rein chemische Wirkung ausgeschlossen; seine anti- 
septische Eigenschaft wird darauf beruhen, daß es wie andere 
Lösungsmittel für Lipoide nach Overton die Grenzflächen der 
einzelnen Arbeitsstätten im lebenden Protoplasma zerstört. Es 
hat keinen Sinn, hier bestimmten Beziehungen in den Gewichts- 
verhältnissen nachzuspüren, worauf ich schon längst ausdrücklich 
hingewiesen habe?). Die im Gegensatz zu meinen früheren Ver- 
suchen, welche gleichzeitig eine sehr ungnädige Besprechung 
finden, als ‚quantitative‘ bezeichneten Experimente Bokornys 
sind durch Zusatz abgestufter Mengen der Giftstoffe zu in Wasser 
aufgeschlemmten Hefezellen ausgeführt, also nach einer Methode, 
die der Verfasser unermüdlich seit etwa einem Vierteljahrhundert 
anwendet, welche aber den heutigen Anforderungen nicht mehr 
gewachsen ist. Um auf ‚quantitative‘ Genauigkeit einigen An- 
spruch erheben zu können, wäre es unbedingt nötig gewesen, 


1) Pflügers Archiv f. Physiol. 114, 535, 1906. 
2) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 32, 132, 1899. — E. u. H. Buchner und 
M. Hahn, Die Zymasegärung. München 1903, 169. 
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diese Arbeiten mit Hefepreßsaft anzustellen; denn einem Pflanzen- 
physiologen hätte sich der schwerwiegende Einwand aufdrängen 
müssen, daß die Hefe als lebender Organismus schon durch 
geringe schädliche Zusätze in einen Leidenszustand gerät, welcher 
zu einer Änderung der Vorgänge im Zellinnern und zu einer 
baldigen Zerstörung der Zymase durch übermäßige Produktion 
von proteolytischen Enzymen führt. Wie sollen dann noch quan- 
titative Beziehungen zwischen Zymase und Gift ermittelt werden 
können? 

Übrigens hat Herr Bokorny auch mit seiner Versuchs- 
anordnung „eine Trennung von Leben und Gärkraft in der Hefe“ 
erreicht. Aber er bestrebt sich, das Gärungsagens als ,Gär- 
plasma“ dem übrigen lebenden Plasma wieder möglichst gleich- 
zusetzen!), trotz der Unterschiede, die ich zwischen lebender 
Hefe und gärkräftigem Preßsaft in der Unempfindlichkeit des 
letzteren, z. B. gegenüber Toluol, nachgewiesen habe ?), trotz der 
starken Gärwirkung, die in nachweislich steriler ‚Dauerhefe“ 
schlummert, sei sie nun durch vorsichtiges Erhitzen oder durch 
Alkohol- bzw. Acetonbehandlung gewonnen. 

Herr Bokorny spricht unaufhörlich vom ‚Töten‘ der 
Zymase. Eine andere seiner zahlreichen Abhandlungen klärt uns 
darüber auf?), daß er die Enzyme direkt als lebend betrachtet. 
Sie sollen sich von den anorganischen Fermenten prinzipiell 
dadurch unterscheiden, daß es bei ihnen einen lebenden und 
einen toten Zustand gibt, bei letzteren nicht, wenigstens nicht im 
eigentlichen Sinne des Wortes. Was ist dann der aktive" bzw. 
„inaktive“ Zustand, wie er z. B. von feinst verteilten Metall- 
pulvern, so dem Palladium mohr., bekannt und chemisch einst- 
weilen nicht näher zu definieren ist*), anders? Mit Recht wendet 
sich G. Bredig?) gegen die künstliche Scheidewand, welche Herr 


1) Pflügers Archiv f. Physiol. 93, 638, 1903; Centralbl. f. Bakt. II. Abt. 
13, 569, 1904; Chem.-Zeitg. 28, 989, 1904. 

2) Die Gärkraft eines guten Hefepreßsaftes wird durch Zusatz von 
1% Toluol nicht merklich, durch Zugabe von 5% nur um !/,, bis 1/ herab- 
gedrückt; s. Buchner und Hahn, Die Zymasegärung 179, Versuche Nr. 435 
bis 437, 441—443. 

3) Chem.-Zeitg. 31, 140, 1907. 

4) Vgl. z. B. H. Schade, Zeitschr. f. physikal. Chemie 57, 18, 1906. 

5) Chem.-Zeitg. 31, 184, 1907. 
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Bokorny aufrichten will, um die Analogie zwischen anorganischen 
Fermenten und organischen Enzymen zu verdecken!). 

Als Hauptvertreter der Auffassung, welche in den Enzymen 
noch etwas Lebendes sieht, erscheint jedoch Herr Hugo Fischer. 
Er setzt die frühere Diskussion Zort 21, aber nicht etwa auf Grund 
neu gesammelter, eigener Erfahrung. Allerdings werden die 
Behauptungen etwas abgeschwächt; den Enzymen wird nur 
mehr eine Art von Leben“ zugeschrieben und geäußert, daß 
man sie „natürlich nur in einem erweiterten Sinne‘ als etwas 
Lebendes betrachten könne. Mir ist vor allem darum zu tun, 
Klarheit zu schaffen und zweideutige Wendungen, die wie Aus- 
flüchte erklingen, zu vermeiden. 

Wie leichtsinnig Herr Fischer bei seinen Ausführungen 
verfährt, sei an einem Beispiel klargelegt. Er setzt mir die Pistole 
auf die Brust, indem er schreibt: ‚Wenn man lebende Zellen 
in Alkohol oder dergleichen einträgt — wird dann an dem Ge- 
menge als solchem oder an den Stoffen, die das Gemenge 
zusammensetzen, etwas geändert??? Aus dem Gemenge wird 
nichts entfernt, und daß nur fremde Stoffe in das Gemenge ein- 
treten, ist sicherlich nicht die Todesursache. Der Tod tritt da- 
durch ein, daß durch ein chemisches Agens die Bestand- 
teile des Gemenges chemisch verändert werden..... “ Die 
Behauptung, daß durch die Alkoholbehandlung aus dem Gemenge 
nichts entfernt werde, ist vollständig unrichtig; abgesehen vom 
Wasser, werden den Zellen natürlich die in Alkohol löslichen 
Stoffe entzogen, z. B. Cholesterin bzw. Phytosterin, Lecithin, 
Fette usw. Man sieht, daß Herr H. Fischer noch niemals Hefe- 
zellen in Alkohol eingetragen hat, um ‚„sterile Dauerhefe“ dar- 
zustellen; sonst würde er wissen, daß der Alkohol hernach beim 
Filtrieren gelbbraun gefärbt abläuft. Es erscheint recht wohl 


1) In der neuesten Literatur dieses in rascher Entwicklung begriffenen 
. Gebietes scheint Herr Bokorny nicht gut unterrichtet zu sein; wenigstens 
begegnet ihm das Mißgeschick, die Abhandlung von H. Schade über Ver- 
gärung des Zuckers ohne Enzyme (Zeitschr. f. physikal. Chemie 57, 1. 1906) 
noch als bare Münze zu nehmen, zwei Monate nachdem Meisenheimer 
und ich ihre experimentelle Grundlage in entscheidenden Punkten wider- 
legt hatten (veröffentlicht am 8. Dezember 1906); vgl. dazu auch G. Bredig, 
Chem.-Zeitg. 31, 185, Anm. 8, 1907. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chemie 46, 206, 1905. 
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möglich, daß gerade die Entfernung der Overtonschen Chole- 
sterinhäutchen nachher ein Wachstum und eine Vermehrung 
der Dauerhefe auch unter günstigen Kulturbedingungen aus- 
schließt, die Zellen also tötet. Die von Hugo Fischer vermutete 
Todesursache, daß dabei „durch ein chemisches Agens die Be- 
standteile des Gemenges chemisch verändert werden‘, ist für 
das gewählte Beispiel nicht sehr wahrscheinlich. Denn bei der 
einfachen Behandlung mit Alkohol wird jedenfalls nur ein kleiner 
Teil der Eiweißkörper chemisch verändert; wenigstens löst sich 
der beim Eintragen von Hefepreßsaft in Alkohol entstehende 
Niederschlag, ein farbloses, staubtrockenes Pulver, wieder fast 
vollständig in Wasser auf; das Ausfallen scheint also weniger auf 
einem Gerinnungsvorgang, sondern hauptsächlich auf einem 
Unlöslichwerden in der alkoholischen Flüssigkeit zu beruhen, 
wie auch viele Salze aus wässeriger Lösung durch Alkohol un- 
verändert niedergeschlagen werden. Bei der Tötung der Hefe 
durch Hitze, durch Licht oder Elektrizität mag dagegen aller- 
dings eine chemische Veränderung der Gemengteile als Todes- 
ursache in erster Linie in Frage kommen. Wenn also auch der 
molekulare Zustand“ oder, wie man besser sagen würde, die 
chemische Natur der Gemengteile als ‚eine höchst wesentliche 
Bedingung des Lebens‘ erscheint, so ist es meines Erachtens 
doch durchaus verwerflich, von ‚lebenden Molekülen“ zu sprechen. 
Das Leben beruht auf der gleichzeitigen Wechselwirkung ver- 
schiedener Stoffe aufeinander; lebend können daher nur Gemenge 
seinł). Damit eine gegenseitige Einwirkung in richtiger Weise 
erfolgen kann, ist eine bestimmte Anordnung, eine organisierte 
Struktur nötig. Ob man sich letztere nur bei festem Zustand 
der maßgebenden Bestandteile denken, oder ob man sie auch in 
weichem bzw. halbflüssigem Zustand als möglich betrachten will, 
ist eine Frage minderer Wichtigkeit. Nachdem in neuester Zeit 
halbweiche und sogar flüssige Kristalle nachgewiesen sind?), 
hat die zweite Vorstellung, welche Herr H. Fischer bevorzugt, 
an Wahrscheinlichkeit sehr gewonnen. Wenn ich dagegen der 








1) Ähnlich liegt nach R. Höber (Physikalische Chemie der Zelle, 
2. Aufl. 1906, 365) die Pointe der Stoffwechselfrage in dem Zusammen- 
wirken bestimmter Einzelstoffe in bestimmten Mengenverhältnissen. 

2) O. Lehmann, vgl. auch D Vorländer, Ber. d. deutsch. chem. 
Ges. 39, 803, 1906; 40, 1415, 1907. 
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Auffassung des gleichen Autors von den lebenden Enzymen auch 
jetzt noch entschieden entgegentrete, so handelt es sich nicht um 
eine Schrulle des Chemikers. Zum Beweise sei ein Satz aus der 
ausgezeichneten Biochemie der Pflanzen von F. Czapek!) an- 
geführt, des Inhalte: „Der Versuch H. Fischers, die Zymase 
und die Enzyme überhaupt als lebend anzusehen, ist im Interesse 
der heute glücklich angebahnten Enzymforschung keineswegs 


zu billigen.‘ 


1) Jena 1905, 1, 256. 





Über den Lecithingehalt des Knochenmarks bei Tieren 
und beim Menschen.!) 


Von 


W. Glikin. 


(Aus dem Tierphyaiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule zu Berlin. [Direktor: Geheimrat Prof. Dr. N. Zuntz.)]) 


(Eingegangen am 29. April 1907.) 


Bei der großen Bedeutung, die man dem Lecithin für den 
Haushalt des tierischen Organismus beimißt, und bei seiner Ver- 
breitung in fast allen Organen und Geweben des Tierkörpers 
muß es wundernehmen, daß die Literatur keine Angaben über 
den Gehalt des Knochenmarkes an Lecithin aufweist. Die Tat- 
sache, daß das Fett fast stets vom Lecithin begleitet wird, kann 
vielleicht als Ursache dessen betrachtet werden, daß man die 
Anwesenheit des Lecithins auch im Knochenmark, das ja vor- 
wiegend aus Fett besteht, für selbstverständlich hielt. 

Ich habe mir deshalb zur Aufgabe gestellt, in dieser Frage 
Klarheit zu schaffen, — den qualitativen Nachweis sowie die 
quantitative Bestimmung des Lecithins im Knochenmark des 
Menschen und verschiedener Tiere auszuführen. 

Da das Lecithin für die Entwicklung und das Wachstum 
der lebenden Organismen wie für die bioplastischen Vorgänge 
überhaupt von besonderer Bedeutung zu sein scheint, lag der 
Gedanke nahe, auch zu untersuchen, wie sich der Lecithingehalt 
des Markes beim wachsenden und alten Tiere resp. Menschen 
verhält. Zu diesem Zweck habe ich die Wahl des Materials so 
getroffen, daß Knochen von alten und wachsenden Tieren resp. 
Menschen zur Untersuchung gelangten. 

Die Knochen (Röhrenknochen), die mir zur Verfügung stan- 
den, sind meistenteils beim Metzger gekauft; manche Knochen 
sind von mir selbst getöteten Tieren entnommen; die Menschen- 








1) Vergl. die Mitteilung von S. W. Otolski: „Das Lecithin des 
Knochenmarks‘“ in dieser Zeitschr. 4, 124. Die Redaktion. 
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knochen sind mir von Herrn Prosektor Dr. L. Pick aus dem 
Pathologisch-anatomischen Institute des hiesigen Städt. Kran- 
kenhauses am Friedrichshain zur Verfügung gestellt worden, wo- 
für ich ihm auch an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank 
ausspreche. 

Zur Gewinnung des Markes wurden die Knochen zersägt, 
das Mark mit einem Löffel vorsichtig herausgenonimen, damit 
möglichst wenig Knochenbälkchen hineingerieten, und im Mörser 
so lange zerrieben, bis sich eine homogene Masse bildete — das 
tritt gewöhnlich mit dem Momente ein, wo das Mark an den 
Wänden des Mörsers haften bleibt. Bei kleinen und jungen 
Tieren, wie z. B. bei Hunden, jungen Schweinen, bei Kindern 
mußten die ganzen Knochen verarbeitet werden, da das Mark 
sehr schwer zu isolieren ist, und wenn es auch möglich wäre, 
die Menge für die Untersuchung nicht ausreichen würde. 

Der Nachweis und die quantitative Bestimmung des Lecithins 
im tierischen Material beruhen auf der Löslichkeit desselben in 
Alkohol-Äther und auf der Ermittlung des Phosphorsäuregehaltes 
des Ätherextraktes. 

Obwohl das Knochenmark bei älteren Tieren zum größten 
Teil aus Fett besteht, muß jedoch in diesem Falle auf die Fett- 
gewinnung besonderes Gewicht gelegt werden, da wir möglichst 
die ganze im Mark enthaltene Menge Lecithin gewinnen müssen. 
Am geeignetsten für diese Zwecke halte ich, wie ich bereits an 
anderer Stelle ausgeführt habel), die Rosenfeldsche Methode, 
die bekanntlich in einer halbstündigen Auskochung der Substanz 
mit Alkohol und darauffolgender sechsstündiger Extraktion mit 
Chloroform im Soxhletapparat besteht; diese Manipulation muß, 
wie Rosenfeld angibt, einmal wiederholt werden. Nach dem 
Verjagen des Alkohols und des Chloroforms wird der so erhaltene 
Extrakt in wasserfreiem Äther oder Petroläther gelöst. 

Die Auskochung mit Alkohol habe ich dahin modifiziert, 
daß ich die Patrone mit dem zu extrahierenden Material in einem 
Becherglas mit Alkohol übergossen und im Dampfbad ein paar 
Stunden stehen gelassen habe. Wir sind auf solche Weise vor 
Verlusten sicher; besonders wichtig ist das bei wertvollem Material, 
denn beim Auskochen im Wasserbade kommt es nicht selten vor, 


1) Pflügers Archiv f. Physiol. 95. 
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daß das Becherglas platzt oder die Flüssigkeit beim lebhaften 
Sieden herausgeschleudert wird. 

Zur Entfettung der Knochen von Hunden, jungen Tieren 
und Kindern wurden die Knochen zersägt resp. zerkleinert, in 
einem Becherglas mit Alkohol übergossen und im Dampfbade 
unter öfterem Umschütteln stehen gelassen, bis sich der Alkohol 
gelb oder hellbraun färbte. Der Alkoholextrakt wird dekantiert, 
die Knochen mit frischem Alkohol übergossen, im Dampfbade 
stehen gelassen usw.; diese Manipulation wird so lange wieder- 
holt, bis der frisch aufgegossene Alkohol sich bei längerem Stehen 
nicht mehr färbt. Nun werden die Knochen getrocknet und in 
der Kugelmühle pulverisiert; das feine Pulver wird dann mit 
Chloroform extrahiert. Beim Stehen im Dampfbade geht ein 
beträchtlicher Teil des Fettes in Lösung, so daß ein darauf- 
folgendes 6—8stündiges Extrahieren mit Chloroform im Soxhlet- 
apparat die Substanz vollständig erschöpft. Nach dem Verdunsten 
des Alkohols und Chloroforms wurde der Extrakt in wasserfreiem 
Äther gelöst und filtriert. 

Die im Mark des Menschen und der verschiedenen Tiere 
(Rind, Kalb, Schwein, Hammel, Hund, Pferd) ausgeführten 
Trocken- und Fettbestimmungen gaben die umstehenden Resul- 
tate. 

Bei näherer Betrachtung dieser Tabelle fallen die Differenzen 
im Fettgehalt nicht nur bei verschiedenen Tieren, sondern auch 
bei Individuen derselben Gattung besonders ins Auge. Wenn 
der gefundene Fettgehalt des Markes entsprechend dem Alter 
des Tieres differieren würde, würden wir mit Pappenheim 
sagen: das Mark nimmt mit dem Alter des Tieres an Fett zu. 
Dies ist aber hier durchaus nicht der Fall, so finden wir z. B. 
bei einem l8jährigen Pferd einen Fettgehalt von 85,68%, bei 
einem 2 Jahre alten 84,04%, bei einem 6jährigen Pferd 89,19%; 
bei einem 88 Jahre alten Mann 89,06%, bei einem 34jährigen 
85,92%, bei einem 6ljährigen 77,29%, usw. 

Die Ursache dieser Erscheinung erblicken wir in den ver- 
schiedenen Funktionen, die das Knochenmark erfüllt. Man unter- 
scheidet gelbes oder Fettmark, das als einfaches Depot von 
Reservefett dient, und rotes Mark — die Bildungsstätte der 
roten Blutkörperchen. Je nach dem Bedürfnis in letzterer Be- 
ziehung wird das gelbe Mark durch das rote verdrängt: so nach 
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Tabelle I. 
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„Bif Tiere |16,2000| 15,6520 14,4675 | 96, ‚61 192 62 

, C) junge | 9,5900| 9,1974 8,8500 |95 91 | 96,22 

» — DI Tiere |14,0000 11,9280 8,3194 | 85,20 | 69,74 

Mensch D 88 |15,4518| 15,0087 13.3667 | 97.13 89.06 | Lunsenempnysem 
„ T| 70 |126000| — | 6,9263| — | — l Nerem 
, VW %0 7,3142| 7,0090 6,1515 | 95,83 | 87,76 | Brustteilentzändung 

S| 6 | 4,6228 | 4,0892, 3,1605 | 88,45 | 77,29 IS, eer 








o R; 56 Kee 10 ‚6069 7,7208 | 78,99 | 72,79 | zer web: 
” xl 34 | — 19.2140 21.6648| — 8592 
[n den folgenden Fällen handelt es sich um die Extraktion der ganzen Knochen 
Kind Sch) 2 | — 1000001 1,5321) — Tagen, Braten- 
» C |16Monate) — | 19,0000| 1,5163| — | 7,98 | Bronchopneumonie 
1 H 13'/, „ Sg ses gen a Lungenemphysem 
n EE 0 SS 0,3230) — | 2,50| Pneumonie 
Hund A — = 70616! — |1292 
n zeg wm 29,9769| — EI 
n Ka SE? 20,8585| — |14,32 
Na Di5Wochen| — 2,9528; — | 5,42 
d Ga Gi 0,2128| — | 7,09| + totgeborene Hunde 
o HR ; — 2,8020 — | 6,64 
Ferkel 2 20Stund — 0,8320! — | 5,55 
” 24 „ et SE en Kat 
n C|6Wochen) — DIE). =) LOTE A SE 
„n D8 „ Ge 0,7446 — | 1,29 | schlecht genährt 
n E |8 nn KE? 1,7765 pa? 2,21 schlecht genährt 
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wiederholtem Blutverlust, so nach den Erfahrungen von Zuntz 
und seinen Mitarbeitern!) im Hochgebirge. Hierzu kommt, daß 
bei hochgradiger Abmagerung wässeriges, gallertartiges Binde- 
gewebe an Stelle des Fettes tritt; so wurde bei hochgradiger Ab- 
magerung infolge von Lecksucht ein Gehalt von 5,54%, Trocken- 
substanz, 9,21%, Fett gefunden, so daß also das frische Mark 
0,511% Fett enthalten würde. Dem gelben Mark entspricht 
einerseits ein höherer Fettgehalt, dem roten resp. gemischten — 
ein geringerer; andererseits — dem wohlgenährten Tiere ein 
höherer, dem abgemagerten ein niedrigerer. 

Außerdem müssen wir noch die verschiedene äußere Be- 
schaffenheit des Markes berücksichtigen, die uns auch manchen 
Aufschluß über die auffallenden Werte geben kann. Während 
das Mark bei älteren Tieren oft einen homogenen Zylinder 
mit wenig anorganischen Bestandteilen bildet, stellt das Mark 
junger Tiere, sowie des Pferdes, des Menschen oft nur eine teil- 
weise breiige Masse dar, die von mehr oder weniger Knochen- 
bälkchen durchzogen ist. Die ermittelte Trockensubstanz besteht 
folglich aus reinem Mark und einer Beimengung aus Knochen- 
bälkchen oder zufällig hineingeratenen Knochensplittern. 

An der Hand der von mir im Mark verschiedener Tiere aus- 
geführten Aschenbestimmungen läßt sich dies leicht beweisen. 
So wurde gefunden beim 


RindB........2.. Asche 0,64%, Fett 95,55%, 
Pferd PB aa’. „072% „ 95,39% 
Schwein A `, „074% „ 92,74% 
KabB.......... „410% „61,69% 
Menschen R. ....... » 4,71% „ 12,79% 


Aus diesen Zahlen geht klar hervor, daß einem höheren 
Fettgehalt ein geringerer Aschenwert, d. h. ein geringerer Gehalt 
an Knochenbälkchen oder Knochensplittern entspricht und um- 
gekehrt — einem geringeren Fettgehalt ein größerer Aschenwert, 
d. h. ein höherer Gehalt an Beimengungen. 

Die Aschenbestimmungen im übrigen Material hielt ich nicht 
für nötig, da ich mich nach dem Entfetten des Markes leicht 
überzeugen konnte, daß der Rest in den fraglichen Fällen zum 


1) Höhen-Klima und Bergwanderung, Berlin 1906. 
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großen Teil aus Knochenbälkchen oder zufällig hineingeratenen 
Knochensplittern bestand. 

Die so erzielten Resultate berechtigen uns also weder zu 
einer bestimmten Schlußfolgerung betreffs der Trockensubstanz 
und des Fettes, noch zu einem Vergleich des Markes verschiedener 
Tiere in bezug auf seinen Fettgehalt. 

Um das Lecithin zu ermitteln, bestimmt man den Phosphor- 
gehalt, aus dem sich die Lecithinmenge berechnen läßt, indem 
man das dem Phosphor entsprechende P,O, mit 11,366 multi- 
pliziert. Die Ätherextrakte wurden nach dem Neumannschen 
Verfahren, d. h. mit einem Gemisch aus gleichen Teilen konzen- 
trierter Schwefel- und Salpetersäure oxydiert. Das Veraschen 
auf trocknem Wege, d. h. mit einem Gemisch aus Soda und 
Salpeter, kommt in diesem Falle nicht in Betracht, da sich aus 
dem Fett und dem Oxydationsgemisch ein inniges Gemenge 
schwer herstellen läßt, so daß ein Teil des Phosphors beim Ver- 
aschen entweichen und auf solche Weise zu ungenauen Resultaten 
führen kann. Die vorzüglich bewährte Methode von Neumann 
bietet jedoch in diesem Falle manche Schwierigkeiten, nämlich 
beim Aufschließen des Fettes. Da die Reaktion äußerst heftig 
vor sich geht und oft zu Verlusten führt, empfiehlt es sich da- 
her, das Fett zuerst mit nur 5 ccm Säuregemisch zu übergießen 
und 1/2 Stunde sich selbst zu überlassen. Falls die Reaktion 
nicht von selbst eingetreten, ist erwärmt man mit ganz kleiner 
Flamme, die sofort entfernt werden muß, sobald die Ent- 
wicklung der Stickoxyddämpfe begonnen hat. Das weitere 
Zufügen von Säuregemisch muß ohne Flamme geschehen. Die 
Flamme wird erst dann unter den Kolben gesetzt, wenn die 
Heftigkeit der Reaktion nach dem Hinzufügen neuer Säure nach- 
gelassen hat. 

Da es sich in unserem Falle um sehr geringe Mengen Phos- 
phor handelt, die man sehr leicht übersehen kann, so genügt 
es nicht, den Molybdänniederschlag nur 1/4 Stunde stehen zu 
lassen, wie Neumann angibt, sondern ein paar Stunden und 
oft sogar bis zum nächsten Tag, selbstverständlich in mäßiger 
Wärme. Im übrigen habe ich nach der üblichen Vorschrift 
verfahren. 

Die Phosphorbestimmungen in den verschiedenen Äther- 
extrakten gaben folgende Resultate: 
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Tabelle II 
Ange- j 
Alter | warte | Pa Os | Pa Os Kong Mittel- 
cc an im Fett |im Fett KE wert | Bemerkungen 
Menschen e mg dä d a, 
Rind A 10,0000 11,520 | 0,1152 | 1,31 
„ B ältere |10,0000|23,09 |0,2309| 2,62 945 
en IC Tiere |10,0000 23,775 | 0,2378 | 2,70 f "® 
„n D 0,0000 [20,10 | 0,2010 | 2,28 
Kalb A | 7,8843 |19,834 | 0,2515 | 2,86 
B S 10,0000 [31,925 | 0,3193 | 3,63 495 
e 64 7,6288 124, 0,3198 | 3,64 If ” 
„n D ` 10,0000 (59,50 | 0,5950 | 6,76 
Pferd A |18 Jahre |15,8780 12,50 | 0,0787 | 0,89 
„ B 10,0000 | 9,625 | 0,0963 | 1,09 
” © Lg Jahre|12,8721 113.585 | 0,1055 | 1,20 145 
” D "ën, |10458 18,30 [0,1749 | 1,98 f * 
E 78 „ 1126380 121,66 |0,1709 | 1,94 
, F |2 „ [1201704495 |0,3741| 4% 
Fohlen — 9,3684 117,25 |0,1842| 2,09 
Schwein A ) altere |10,0000 120,92 | 0,2092 | 2,38 
„ Bit Tiere 10.0000 21,05 0,2105 | 2,39 1% 2,34 
„ce 15.0000 29,885 | 0,1992 | 2,26 
„ D! jung |10,0000 145, 64 |0,4564 | 5,18 
Ferkel A | 20h 0,8320 22,08 2,6538 | 30,16 \30,65 
„ B| 24h 9,20 |2,7413 | 31,16 
» © 6 Wochen 0,8105 33, 4,1555 | 47,23 Lë Weg 
„ D8 „ | 0,7446, 19,236 | 2,5834 | 29,36 all vele emp, 
„ E ` > 1,7765 42,06 | 2,4800 | 28,19 D Tunabae, 
Hammel A 10,8514 116,60 | 0,1529 | 1,73 
, B ältere | 147467532160 | 0.2253 | 256 I 
i N. 8,8500 28,80 | 0,3254 | 3,70 
”  pipjüngere | eg 47.685 Ke eni |f 910 
Hund A 5.8776 1900 [0,3235 | 3.67 | 
„ B |} ältere !|15.6605 27,17 | 0,1777 | 2,02 |% 3,06! 
a C K 1,1075 23,75 Gg 3,50 
~ D "bh Wochen! 2.9528 A8. 48 11,6418 | 18,66 
, E | — | 0.2128| 7,06 | 3,3170 , 37,70 rag 
F |10 Woch. 2,8020 23,472 08376 | 9,52 | ' 
Mensch. U 88 Jahre | 13.8300 22.40 0.1613 Lei ' Lungenemphrsen. 
, T[70 „ | 6.9263:16,85 0,2433, 2,76 | Sege 
, vin, 1|13.5070!27,713 | 0,2052 | 2,33 | g qo | Pro’elentsündung, 
n S ‚6 »  |11,3847 D ‚10 ` 0,1947 | GEN Ee ee ee 
, Ra „ 111,4928120,50 0,1783 | 2,02 Herzerweiterung. 
! Ka Tango 29.05 \0,2905 | 3.30 
„ Seh! a | 1,5321 18,04 | 1,1770 | 13,38 ` ea 
„€ 16 Mon. | 1.5163 33.256 | 2,1930 | 24,93 | _ Bronchopneumonie. 
ei H EN | Lungeuemphysem. 


| 0.1900 | 4,8906 2,5730 | 29, 24 
| 


| 0.3230.17,39 | 5,3839 | 61,19 





242 W. Glikin: 


Das Alter der Tiere habe ich nur teilweise angegeben, da es 
mir nicht in allen Fällen bekannt war; das Alter der Menschen 
ist genau angegeben. 

Die Mittelwerte des Lecithingehaltes bei den verschiedenen 
Tieren und beim Menschen differieren für erwachsene Individuen 
nicht wesentlich voneinander; nur beim Pferd konstatieren wir 
einen bedeutend niedrigeren Wert. Anders verhält sich der 
Lecithingehalt bei jungen Tieren und Kindern. 

Von besonderem Interesse ist der Reichtum des Markes 
der neugeborenen Tiere an organisch gebundenem Phosphor resp. 
Lecithin (darauf hat seinerzeit Diakonow!) aufmerksam ge- 
macht, ohne jedoch etwas Näheres angegeben zu haben). So” 
finden wir bei 24 Stunden alten Ferkeln einen Lecithingehalt 
von 31%, bei totgeborenen, wahrscheinlich nicht vollständig 
ausgetragenen Hunden einen Gehalt von 37,70%. Dieser Gehalt 
sinkt aber im Laufe der ersten 5 Wochen auf die Hälfte herab, 
nach 10 Wochen finden wir nur noch den vierten Teil; so erhalten 
wir bei 5 Wochen alten Hunden einen Lecithingehalt von 18,66% , 
bei 10 Wochen alten 9,52%. 

Noch interessanter gestalten sich die Werte im Kindermark; 
hier finden wir bei einem 131/, Monate alten Kinde 29,24%, 
bei einem 16 monatigen 24,93%, und bei einem 2jährigen 13,38%. 
Dies weist darauf hin, daß der Lecithingehalt beim Menschen 
entsprechend dem Wachstum nicht so rasch abnimmt wie beim 
Tiere. Das neugeborene Tier bringt also einen Vorrat an Lecithin 
mit auf die Welt, um ihn innerhalb einer bestimmten Zeit zum 
Zweck seiner Fortentwicklung zu verwenden. 

Die Werte, die ich beim Fohlen, Ferkel C und Kind Ur 
gefunden habe, scheinen mir vom Mittel derart abzuweichen, 
daß ich sie nur unter Vorbehalt wiedergebe, in der Hoffnung, 
bei der Untersuchung von rachitischen und osteomalacischen 
Knochen für sie eine Erklärung zu finden. Ebenfalls scheint 
der Befund bei den Ferkeln D und E nicht in den Grenzen des 
Normalen zu liegen. Die Abnahme des Lecithins beträgt im Ver- 
gleich zum neugeborenen Ferkel nur 2% — ein Wert, der in 
keinem Verhältnis zu dem bei 5 Wochen alten Hunden ge- 
fundenen steht. 


1) Centralbl. f. med. Wiss. 1867, 43. 
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Im weiteren Verfolg der Lecithinwerte beobachten wir mit 
zunehmendem Alter der Tiere und des Menschen eine stetige 
Abnahme des Lecithins. So finden wir bei einem 34jährigen 
Manne einen Gehalt von 3,30%, während der Lecithingehalt bei 
einem 88jährigen bis auf 1,83% gesunken ist; bei einem 2jährigen 
Pferd finden wir 4,25%,, während ein 18jähriges einen Gehalt von 
nur noch 0,89%, aufweist. 

Bei den übrigen Tieren fehlen uns die näheren Altersangaben, 
aber auf Grund unserer Ausführungen dürfen wir wohl mit Recht 
annehmen, daß das Mark von jüngeren Tieren im allgemeinen 
einen höheren Lecithingehalt hat als das älterer. 

Die Relation zwischen dem Lecithingehalt des Knochen- 
markes und verschiedener Organe des Tierkörpers werde ich 
Gelegenheit haben, an anderer Stelle ausführlicher zu erörtern; 
hier sei nur erwähnt, daß beim Ferkel C im Ätherextrakt des 
Fettes ein Gehalt von 1,22%, Lecithin, beim Ferkel E dagegen 
im Muskelfett 21,48%, Lecithin gefunden worden war. 

Es sei mir vergönnt, dem hochverehrten Herrn Geheimrat 
Prof. Dr. N. Zuntz für das lebhafte Interesse, das er meiner 
Arbeit geschenkt hat, auch an dieser Stelle meinen ehrerbietigsten 
Dank auszusprechen. 
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Zur Geschichte der Abstammung der Xanthinbasen. 


Von 
E. Salkowski in Berlin. 


(Eingegangen am 4. Mai 1907.). 


H. Steudel hat neuerdings im Biochemischen Centralblatt 
6, 4/5, 125 u. ff. eine zusammenfassende Mitteilung: ‚Nucleine, 
Nucleinsäure und ihre Spaltungsprodukte‘‘ veröffentlicht, in 
der er naturgemäß auch auf die Geschichte des Nucleins und 
seiner Spaltungsprodukte eingeht. Steudel sagt u. a.: 

„1879 hatte Kossel die Untersuchungen Hoppe-Seylers 
aufgenommen und das Hypoxanthin als Spaltungsprodukt des 
Nucleins erkannt. Damit befand er sich aber im Gegensatz zu 
der damals herrschenden Ansicht: das Hypoxanthin sei ein 
Spaltungsprodukt des Eiweißes.. Diese letztere Anschauung 
vertraten Salomon, Salkowski, Krause, Chittenden, und 
auch Miescher dachte sich, gestützt auf Befunde Piccards, 
‘ die Nucleinsäure in den Köpfen der Lachsspermatozoen ge- 
bunden an Guanin, Sarkin und: Protamin. Das letztere hielt 
er damals noch für eine einfache Base von der Formel C,H,,N,;,O, 
und Guanin und Sarkin sollten Spaltungsprodukte der Protamine 
sein. Demgegenüber trat Kossel mit Nachdruck dafür ein, 
daß nicht das Eiweiß, sondern die Nucleinsäure die Lieferantin 
der Nucleinbasen sei, aber diese Anschauungen fanden nur langsam 
Boden usw.“ è 

Ich kann nicht finden, daß die Anschauungen Kossels, 
nachdem er seine Arbeit Zur Chemie des Zellkerns“ in der 
Zeitschr. f. physiol. Chemie 7, 1882 veröffentlicht hatte, nur 
langsam Boden fanden — im Gegenteil! die Widersprüche waren 
nur ganz vereinzelt und bezogen sich mehr auf die Anschauung 
über die Art der Bindung der Xanthinbasen in dem phosphor- 
haltigen Atomkomplex, den namentlich Liebermann als 
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metaphosphorsaures Eiweiß mit locker adhärierenden Xanthin- 
basen ansah. Daß die Eiweißkörper und nicht das Nuclein die 
Muttersubstanz der Xanthinbasen sei, ist nach dem Erscheinen 
der oben erwähnten Arbeit: meines Wissens von niemand mehr 
ernstlich behauptet worden. Natürlich kann man nicht erwarten, 
daß alle, die von der Beweiskraft der Kosselschen Befunde 
überzeugt waren, dieser Überzeugung nun auch literarisch hätten 
Ausdruck geben sollen. Das wäre doch ein ganz ungewöhnliches 
Verfahren gewesen! Wenn in einem Falle, so war gewiß in 
diesem der Satz berechtigt: qui tacet, consentit. 

Unter denen, welche die alte Anschauung von der Ent- 
stehung von Hypoxanthin aus Eiweiß vertraten, führt Steudel, 
wie oben zitiert, auch mich an, indem er sich auf zwei Stellen aus 
dem 1882 erschienenen Buch von Leube und mir (Die Lehre 
vom Harn), S. 98/99 und S. 106, bezieht, in denen allerdings 
noch die Eiweißkörper nach den Untersuchungen von G. Salomon 
als Muttersubstanzen der Xanthinbasen angenommen und die 
Ansichten resp. Befunde von Kossel nur nebenher erwähnt 
sind — da ich dieses ohne weiteres zugebe, brauche ich diese 
Stelle wohl nicht wörtlich zu zitieren —, aber daB ich so verfuhr, 
war durchaus erklärlich, wie aus dem Folgenden hervorgeht. 

Kossel schließt seine Arbeit in der Zeitschr. f. physiol. 
Chemie 5, 152—157, 1881 mit folgenden Worten: 

„Man hat die Eiweißkörper als diejenigen Substanzen be- 
trachtet, aus denen innerhalb der Organismen das Hypoxanthin 
gebildet werde. Diese Annahme schien experimentell bestätigt zu 
sein, als Salomon aus Fibrin durch verschiedenartige chemische 
Einwirkungen Hypoxanthin darstellte, und als Chittenden in 
Kühnes Laboratorium diese Angaben bestätigte. 

Trotz der Sorgfalt, mit welcher diese Versuche angestellt 
wurden, und trotz der mannigfachen Variation der Versuchs- 
bedingungen glaube ich aus meinen Befunden einige Bedenken!) 
gegen dieselbe ableiten zu müssen. 

Eine Verunreinigung des Fibrins mit weißen Blutkörperchen 
ist nicht zu vermeiden, diese enthalten — wie alle lebenskräftigen 
Zellen — Nuclein, es liegt also nahe, einen Nucleingehalt des zu 
den Versuchen verwendeten Fibrins vorauszusetzen. T ı Die von 


1) Im Original nicht gesperrt. 
17* 
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Salomon gefundene Hypoxanthinmenge war (wie in den Ver- 
suchen von Chittenden) stets eine äußerst geringe. Koaguliertes 
Eiweiß, bei welchem eine Verunreinigung mit Eiweiß nicht 
anzunehmen ist, bildet nach Chittenden bei der Behandlung 
mit Säure auch kein Hypoxanthin, wohl aber auf Zusatz von 
Pankreasflüssigkeit. 

Durch obige Versuche ist erwiesen, daß das Hypoxanthin 
aus einem Körper entsteht, welcher den angewendeten Fibrin- 
präparaten wahrscheinlich beigemengt war; ich glaube deshalb, 
daß es notwendig ist, dig Salomonschen Versuche mit Berück- 
sichtigung dieser Tatsache zu wiederholen, ehe die Bildung 
von Hypoxanthin aus Eiweiß als eine sicher konsta- 
tierte Tatsache angenommen wird.!) 

Diese Mitteilung von Kossel, in welcher, wie man sieht, 
die Möglichkeit der Bildung von Hypoxanthin aus Eiweiß durch- 
aus noch nicht bestimmt in Abrede gestellt wird, war die letzte, 
welche ich bei Abfassung des 1882 erschienenen Buches noch 
benutzen konnte; eine weitere in Bd. 7, Heft 1 der Zeitschr. f. 
physiol. Chemie, welche der Redaktion am 1. August 1882 zu- 
gegangen ist und etwa Mitte Oktober erschienen sein muß, habe 
ich nicht mehr benutzen können, wohl aber habe ich mich schon 
in dem nächsten Heft desselben Bandes, S. 183, in einer 
durch eine Reklamation Kossels veranlaßten ‚Erklärung‘ aus- 
drücklich und rückhaltlos zu der Überzeugung von der Richtig- 
keit der Anschauungen Kossels bekannt. Es mag hier nur ein 
Satz aus der „Erklärung‘‘ zum Beweise angeführt werden. Es 
heißt an der zitierten Stelle: 

„Es ist richtig, daß dieselbe (nämlich die Darstellung, die 
ich über die Bildung des Hypoxanthins in meinem Buche ge- 
geben habe) dem nicht entspricht, was wir heute durch Kossels 
Untersuchungen hierüber wissen, und niemand wird den 
großen Fortschritt verkennen, den wir Kossel ver- 
danken.‘?) 

Danach scheint es mir sachlich nicht richtig, wenn Steudel 
mich als einen der Vertreter der alten irrigen Anschauung von 
der Entstehung des Hypoxanthins anführt, denn ich habe diese 
Anschauung — übrigens unter Erwähnung der Befunde von 


1)u.2) Im Original nicht gesperrt. 
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Kossel — nicht vertreten, nachdem Kossel „mit Nachdruck“ 
für die Bildung aus Nuclein eingetreten war, sondern zu einem 
Zeitpunkt, in dem er die Möglichkeit der Entstehung aus Eiweiß 
noch durchaus offen gelassen hatte. 

Übrigens lag meines Erachtens gar kein Grund vor, mich über- 
haupt in diesem Zusammenhange zu zitieren, da ich gar nicht über 
den Gegenstand gearbeitet habe und das Hauptgewicht an den 
zitierten Stellen des Buches darauf gelegt habe, daß die neuen 
Beobachtungen über die Abspaltung der Xanthinbasen durch 
Fermente und Hydrolyse, mögen sie nun aus dem Eiweiß oder 
dem Nuclein stammen, uns das Verständnis für die Entstehung 
der Harnsäure im Organismus eröffnet haben, da sehr 
wohl die Xanthinbasen im Organismus zu Harnsäure oxydiert 
werden könnten, und diese Anschauung war immerhin ein be- 
achtenswerter Fortschritt, wenn man in Betracht zieht, daß 
Hoppe-Seyler in seinem im vorhergehenden Jahre (1881) er- 
schienenen IV. Teil seiner ‚„Physiologischen Chemie‘, S. 819, 
noch gesagt hatte: 

„Die Art der Entstehung der Harnsäure aus Eiweißstoffen 
u. dgl. im Organismus ist noch völlig rätselhaft.‘“ 

Möglicherweise hat Steudel meine „Erklärung“ in der 
Zeitschr. f. physiol. Chemie übersehen. Sachlich ist das gleich- 
gültig, in jedem Falle konnte ich seine Ausführungen, soweit 
meiner Person darin Erwähnung geschah, nicht ohne Widerspruch 
lassen. 


Über Toxoleeithide. 
Erste Mitteilung. 


Von 
d. Morgenroth und U. Carpi. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1907.) 


Die Untersuchungen von K yes sowie von Kyes und Sachs!) 
haben uns die Beziehungen zum Lecithin kennen gelehrt, welche 
einer Reihe offenbar verwandter Toxine zukommen, die in 
dem giftigen Sekret zahlreicher Giftschlangen, im Giftapparat des 
Skorpions und der Biene?) aufgefunden wurden. Nach unseren 
bisherigen Kenntnissen handelt es sich um giftige Substanzen, 
deren im Verein mit Lecithin stattfindende Wirkung sich in der 
Hämolyse zahlreicher Blutarten äußert. In den giftigen Sekreten 
oder in den Extrakten der Giftapparate sind diese Substanzen 
allein und infolgedessen in unwirksamer oder vielleicht sehr 
wenig wirksamer Form vorhanden. Sie besitzen in dieser Form 
einige für Toxine charakteristische Eigenschaften, so vor allem 
die Fähigkeit, im Tierkörper Antitoxinbildung auszulösen, ferner 
eine ziemlich geringe Thermostabilität; sie sind unlöslich in 
Alkohol, Äther, Chloroform. Durch Zusatz von Lecithin zu 
ihren wässerigen Lösungen werden sie in eine zweite, höchst 
wirksame Form übergeführt und Reen isolierte Reaktions- 
produkte zwischen den ursprünglichen Giften und dem Lecithin. 
Diese Reaktionsprodukte sind im Gegensatz zu den ursprünglichen 
Giftlösungen hochgradig hämolytisch wirksam, in hohem Maße 


1) Berliner klin. Wochenschr. 1902, 38/39; 1903, 2/3/4; 1903, 42/43. 
2) Morgenroth und Carpi, Berliner klin. Wochenschr. 1906, 44. 
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thermostabil und in Alkohol, Chloroform, Toluol löslich. Sie 
werden — wenigstens hat das Kyes für das Kobragift fest- 
gestellt und Morgenroth bestätigt — von den durch die genuinen 
Giftlösungen erzeugten Antitoxinen nicht beeinflußt, haben aber 
die Fähigkeit beibehalten, ihrerseits besondere Antitoxine aus- 
zulösen (Kyes).. Ohne an dieser Stelle auf die Frage einzu- 
gehen, ob es sich um Verbindungen in konstantem Verhältnis 
zwischen der in den ursprünglichen Lösungen enthaltenen, 
weniger giftigen Substanz und dem Lecithin handelt, begeich- 
nen wir in Anschluß an die von Kyes gewählte Bezeichnung 
derselben als Lecithide die Lecithinverbindungen als Toxo- 
lecithide, die natürlichen Vorstufen derselben als Pro- 
lecithide. 


Es bricht sich immer mehr die Überzeugung Bahn, daß in 
den Toxolecithiden und Prolecithiden gegenwärtig die günstig- 
sten Objekte für theoretische Studien auf dem Toxingebiet vor- 
liegen und die Resultate der bisherigen Untersuchungen geben 
dieser Anschauung recht. Man muß sich selbstverständlich davor 
hüten, an den Lecithiden gemachte Beobachtungen ohne weiteres 
für das ganze Toxingebiet zu verallgemeinern, darf aber anderer- 
seits bis jetzt annehmen, daß prinzipiell eine bedeutende Über- 
einstimmung zwischen den seit längerer Zeit bekannten und 
eingehend erforschten Toxinen und den Prolecithiden resp. 
Toxolecithiden besteht, eine Verwandtschaft, die sich auch auf 
die entsprechenden Antikörper bezieht. Daß den hämolytischen 
Toxolecithiden vielleicht eine geringe praktische Bedeutung 
zukommt, nimmt ihrem Studium nichts von seinem Wert. Hat 
doch seinerzeit das Studium des praktisch recht irrelevanten 
Ricins die theoretische Immunitätslehre erheblich gefördert, und 
die Erforschung der spezifischen Hämolysine ist sicher nicht 
ohne bedeutenden Einfluß auf unser Verständnis der praktisch 
wichtigen bactericiden Serumstoffe geblieben. Die Bemerkung 
erscheint nicht so ganz überflüssig angesichts der merk- 
würdigen Vernachlässigung, mit der ein unlängst erschienenes 
toxikologisches Lehrbuch die Lecithide ihrer praktischen Un- 
wichtigkeit wegen fast völlig übergeht.!) 


1) Faust, Tierische Gifte. Braunschweig 1906. 
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Die folgenden Untersuchungen schließen sich an die Arbeiten 
von K yes!), deren Kenntnis vorausgesetzt wird, sowie an eigene 
bereits erschienene Studien?) an. 


I. Über die Einwirkung von Verdauungs-Fermenten auf das 
hämolytische Prolecithid und Toxolecithid des Cobragiftes. 


In einer demnächst erscheinenden Arbeit berichtet Carpi 
über die Beobachtung, daß das Hämolysin (Prolecithid) des 
Cobragiftes von Magensaft resp. von käuflichem Pepsin in saurer 
Lösung rasch unwirksam gemacht wird, während das Neurotoxin 
unter denselben Bedingungen in seiner Wirksamkeit erhalten 
bleibt. Es haben sich die verdauenden Fermente schon einige 
Male zur Trennung verschiedener, in einer Lösung enthaltener 
Toxine und toxinartiger Substanzen als brauchbar erwiesen, 
ohne daß bisher ein systematisches Studium dieser Reaktionen 
vorliegt. Erfolgreiche Versuche in dieser Richtung haben Franz 
Müller?), Jacoby4) (Trennung verschiedener Komponenten 
des Ricins) und Ehrlich und Sachs?°) (Analyse hämolytischer 
Komplemente des Serums) ausgeführt. 

Die wichtigste Anwendung von Verdauungsversuchen wäre 
. natürlich nicht die hier angeführte, sondern die rationelle Er- 
schließung der chemischen Natur der Toxine durch schonenden 
systematischen Abbau und das Studium der Abbauprodukte. 
Wie weit wir von diesem Ziele entfernt sind, braucht nicht eigens 
ausgeführt zu werden. Stehen wir doch bei der Bewertung 
der Fermentwirkung auf die Toxine jedesmal vor der Frage, 
ob wir die Toxine überhaupt als albuminoide Substanzen an- 
sprechen dürfen oder nicht. Denn auch die Fermentwirkung 
als solche gibt uns hierzu noch nicht das Recht, da wir nicht 
mit Sicherheit sagen können, ob es sich hier wirklich um den 
Abbau durch die Verdauungsfermente selbst handelt; schließlich 


1) S. auch die Übersicht von Sachs, Biochem. Centralbl. 1906. 
2) Morgenroth, Berliner klin. Wochenschr. 1905, 50. 
Derselbe, Arbeiten aus dem Pathol. Institut zu Berlin. Berlin 1906. 
Derselbe und Pane, Diese Zeitschr. 1, 354. 
Derselbe und Rosenthal, Diese Zeitschr. 2, 383. 
Derselbe und Carpi, Berliner klin. Wochenschr. 1906, 44. 
3) Müller, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 42, 302, 1899. 
4) Jacoby, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 1, 51, 1902. 
6) Ehrlich und Sachs, Berliner klin. Wochenschr. 1902, 14/15. 
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arbeiten wir stets mit Fermentgemischen, wie wir auch mit 
Toxingemischen arbeiten. Wir halten uns jedoch wohl für berechtigt, 
bis auf weiteres die hier zu besprechende, durch Magensaft resp. 
Pepsinpräparate in saurer Lösung — und zwar nur in 
dieser — bewirkte Toxinzerstörung als einen Effekt des Pepsins 
selbst anzusehen. 

Gerade die Kenntnis der Toxolecithide mußte der über- 
kommenen Anschauung gegenüber, daß die Toxine Toxalbumine 
seien, zum größten Mißtrauen mahnen. Lagen doch hier Sub- 
stanzen von wirklichem Toxincharakter vor, die durch ihre 
Thermostabilität und vor allem durch ihre Löslichkeit in Alkohol, 
Chloroform, Toluol in nichts mehr an Eiweiß erinnerten. Das 
letztere Moment führte den einen von uns zu dem Schluß: ‚Von 
einer Eiweißähnlichkeit kann bei den Löslichkeitsverhältnissen 
des neuen Körpers (des Cobralecithids) keine Rede sein.“ 

Diese scharfe Ablehnung muß nun doch wohl gemildert 
werden auf Grund der neuerdings von Michaelis und Rona?) 
mitgeteilten Versuche über die Löslichkeitsbeeinflussung von 
Albumosen und des Labferments durch Lecithin. Uns interessieren 
hier in erster Linie die Beobachtungen an Albumosen. Fällt 
man nämlich eine Albumosenlösung durch Zufügung von Lecithin 
aus, so erweist sich der Niederschlag, der aus den Albumosen 
und Lecithin besteht, alslöslichin Alkohol-Chloroform. 
Hier wird eine albuminoide Substanz, indem sie in wässeriger 
Lösung mit Lecithin in Reaktion tritt, alkohol-chloroformlöslich. 
Dieser eigenartige Vorgang läßt es nicht mehr als statthaft er- 
scheinen, aus Änderungen der Löslichkeitsverhältnisse, wie sie 
die Prolecithide durch ihre Reaktion mit dem Lecithin erleiden, 
zu schließen, daß erstere nicht eiweißartiger Natur seien. 

Das Verhalten des Cobralecithids und seines Prolecithids 
zum Pepsin, das wir im folgenden schildern wollen, stellt 
gewissermaßen ein Analogon zu der durchgreifenden Veränderung 
des chemischen Verhaltens, wie sie sich in bezug auf die Lös- 
lichkeit der Lecithide einerseits und der Prolecithide anderer- 
seits zeigen, dar. Verhält sich das Prolecithid dem Pepsin gegen- 
über leicht angreifbar, wie ein echter Eiweißkörper, so ändert 
sich diese Eigenschaft völlig nach dessen Übergang in das Toxo- 


1) Diese Zeitschr. 4, 11. 
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lecithid. Dieses letztere ist dem Pepsin gegenüber nahezu resistent, 
wie es ja auch dem weit gröberen Eingriff stundenlangen Er- 
hitzens auf 100° (wir konnten das in Übereinstimmung mit 
K yes sehr oft bestätigen) stand hält. 

Die folgenden Versuche zeigen das gegensätzliche Verhalten 
des Prolecithids und des Lecithids dem Pepsin gegenüber. 

Wir lassen zuerst die Versuche mit isoliertem Lecithid, dann 
mit wässerigen Lösungen von Cobragift und Lecithin, in denen 
die Lecithidbildung vollzogen ist, folgen. 1) 


I 


Das Cobralecithid wurde nach der von K yes angegebenen, für ge- 
ringere Giftmengen geeigneten Methode dargestellt. 15,0 ccm einer 2 pro- 
zentigen Lösung von Cobragift in 0,85 prozentiger Kochsalzlösung werden 
mit 30,0 ccm einer 5prozentigen Lösung von Agfa-Lecithin in Methyl- 
alkohol versetzt. Das Gemisch bleibt 24 Stunden im Brutschrank bei 37°. 
Hierauf werden 300,0 ccm Alkohol absolut zugefügt, von dem Niederschlag 
wird abfiltriert und das klare Filtrat auf dem kochenden Wasserbad auf 
180 ccm eingeengt. Nach Zusatz von Äther bis zum Volum von 1000,0 ccm 
bleibt die Mischung 24 Stunden im Eisschrank. Nach Dekantieren der 
obenstehenden klaren Flüssigkeit wird filtriert und der auf dem Filter 
verbleibende Niederschlag des Lecithids mit Äther gewaschen. Das an 
der Luft getrocknete Filter wird in 15 ccm 0,85 prozentiger Kochsalz- 
lösung gebracht, in der sich das Lecithid sofort löst. 

Es werden nun folgende Gemische hergestellt: 

a) Lecithidlösung 1/10 1,0 ccm + Hundemagensaft frisch 1,0 ccm; 

b) Lecithidlösung 1/,0 1,0 ccm + Hundemagensaft, 1 Stunde gekocht, 

1,0 cem; 

c) Lecithidlösung 1/10 1,0 ccm + 0,85 prozentige Kochsalzlösung 

1,0 ccm. 


Die drei Gemische, welche einer Verdünnung der ursprünglichen 
Lecithidlösung 1:20 entsprechen, werden 2 Stunden im Wasserbad bei 
40° gehalten. Hierauf wird a) und b) mit Die NaOH neutralisiert. Die 
Prüfung der hämolytischen Wirkung erfolgt auf Kaninchenblut, welches 
durch zweimaliges Waschen der 5prozentigen Aufschwemmung mit Koch- 
salzlösung von Serum befreit ist; es wird je 1 ccm der 5 prozentigen Auf- 
schwemmung angewandt, ohne weiteren Lecithinzusatz. Die Reagens- 
röhrchen bleiben 2 Stunden im Brutschrank bei 37°, dann über Nacht 
im Eisschrank. Die folgende Tabelle gibt das Resultat des hämolytischen 


1) Der Güte von Prof. Calmette in Lille verdanken wir, wie schon 
so oft, das für unsere Versuche benötigte Toxin und Antitoxin. Herrn 
Prof. Bickel sind wir für die Überlassung von reinem Hundemagensaft 
verbunden. 
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Versuches wieder (die Angabe der Verdünnungen bezieht sich auf die 
Stammlösung): 


a b o 
LO t/a komplett komplett komplett 
0,5 mn nu nu 
0,25 Schleier A e 
LO Tag mäßig, Kuppe stark fast komplett 
0,5 wenig mäßig, Kuppe stark 
0,25 Spur wenig, Kuppe mäßig, Kuppe 
1,0 io Spürchen = wenig 
0,5 1 ” wenig 
0,25 a x sehr wenig 


Zur Kontrolle dient folgender, gleichzeitig mit dem gleichen genuinen 
Cobragift und den nämlichen Blutkörperchen angestellter Versuch. 

a) Cobragift l prozentig 1/,0o 1,0 + Hundemagensaft frisch 1,0; 

b) Cobragift 1 prozentig 1/10 1,0 + Hundemagensaft, 1 Stunde gekocht 

1,0; 

c) Cobragift 1 prozentig ie 1,0 + 0,85 prozentige Kochsalzlösung 1,0. 

Die Gemische entsprechen einer Verdünnung der Stammlösung 1 : 20. 
Nach 2 Stunden Wasserbad 40° wird a) und b) mit ?/, NaOH neutralisiert. 
Prüfung der hämolytischen Wirkung wie oben, aber unter Zufügung von 
je 0,1 einer Verdünnung 1: 100 in physiologischer Kochsalzlösung der 
öprozentigen methylalkoholischen Lecithinlösung. Die in der Tabelle - 
angegebenen Verdünnungen beziehen sich auf die Stammlösung. 


a b c 
1,0 t20 wenig, Kuppe komplett komplett 
0,5 sehr wenig, Kuppe 5 :. 3 
0,25 0 S e 
1,0 Ki 200 0 n n 
0,5 0 n n 
0,25 0 stark stark 
1,0 */2000 d mäßig mäßig 
0,5 0 wenig wenig 
0,25 d sehr wenig sehr wenig 
0 d 0 d 


I. 

A. Lecithid 1/1o 4,0 + Pepsin.puriss. (Witte) 1% 4,0 + nh HO 0,35. 
Zur Kontrolle wird gleichzeitig ein zweites Gemisch mit Cobragift (Pro- 
lecithid) angesetzt. 

B. Cobragift 1% 1/10 4,0 + Pepsin. puriss. (Witte) 1% 4,0 + Dh 
HCl 0,35. Zum Vergleich dienen die ursprünglichen Lösungen des Lecithids 
(C) und des Cobragiftes (D). | 

A und B bleiben 24 Stunden im Brutschrank bei 37°, dann werden 
sie neutralisiert. Die Prüfung der hämolytischen Wirkung erfolgt in der 
beschriebenen Weise mit Kaninchenblut. Bei B und D erfolgt Lecithin- 
zusatz wie in Versuch I. Verdünnungen auf Stammlösung bezogen. 
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A C B D 
1,0°/g0 komplett komplett Spur, Kuppe komplett 
0,5 n n n n 
0,25 Š 2 0 » 
1,0506 mäßig a d » 

‚D 0 fast komplett 0 n 
0,25 0 wenig d n 
LO o0 d Spürchen 0 » 

‚D d 0 0 stark 
0,25 0 0 0 mäßig 
0 0 0 d 0 

III. 


Es werden folgende Gemische (ohne Lecithinzusatz) hergestellt: 

a) Cobragift 1°% 1/10 2,0 + Hundemagensaft (frisch) 2,0; 

b) Cobragift 1% 1/10 2,0 + Hundemagensaft, 1 Stunde gekocht, 2,0; 

c) Cobragift 1% 1/10 2,0 + 0,85%, Kochsalzlösung 2,0. 

Nach zweistündigem Aufenthalt im Brutschrank bei 37° werden die 
Gemische a) und b) neutralisiert. Hämolytische Versuche mit Kaninchen- 
blut unter Zusatz von 0,1 Lecithin 5%, Y/ıoo- Verdünnungen bezogen auf 
Stammlösung. 


a b c 
101,0 komplett komplett 
0,5 mn n 
0,25 nm n 
1,0 */200 n ” 
SE o , ; 
TO oa mäßig mäßig 
0,5 wenig wenig 
0,25 sehr wenig sehr wenig 
d 0 0 

IV. 


Wie voriger Versuch, mit folgenden Gemischen angestellt: 
a) Cobragift 195 1/10 40 + Pepsin. puriss. (Witte) 1% 2,0 +1), 


HC 0,2; 
b) Cobragift 1% 1 + Kochsalzlösung 2,0 
a b 
ND komplett 
0,5 è 
0,25 , 
1,0 1'300 i 
0,5 S 
0,25 0 i 
1,0 */2000 e 
0,5 A 
=> fast komplett 


0 
0 0 
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Es geht aus diesen Versuchen klar hervor, daß das Cobra- 
lecithid, dargestellt nach einer der beiden von K yes angegebenen 
Methoden, gegen Magensaft eine außerordentlich hohe Resistenz 
besitzt, während das Prolecithid von demselben leicht und fast 
vollständig zerstört ist. Die Abschwächung des letzteren beträgt 
in den vier Versuchen, sowohl nach 24stündiger, wie auch schon 
nach 2stündiger Einwirkung eines frischen Hundemagensaftes 
mehr als 1 : 400, während das erstere 1:2, höchstens 1:5 ab- 
geschwächt ist. Durch genaueste Austitrierung der hämolytischen 
Aktion den Grad der Abschwächung ganz exakt festzustellen, 
wäre unnütz, da aus den Versuchen das Grundfaktum hervor- 
geht, daß die Abschwächung des Toxolecithids durch die Pepsin- 
Salzsäurelösung von einer ganz anderen Größenordnung ist als 
die des Prolecithids. 

Die folgenden Versuche, die mit Gemischen von Cobragift 
und Lecithinlösung angestellt sind, ergeben analoge Resultate. 


vV. 

Eine Mischung von Cobragift 1°% ie 10,0 mit 10,0 der Verdünnung 
1:10 in Kochsalzlösung einer 5 prozentigen Lösung von Agfa-Lecithin in 
Methylalkohol bleibt 24 Stunden im Brutschrank bei 37° zum Eintritt 
der Lecithidbildung. 2 ccm dieses Gemisches + Hundemagensaft (frisch) 
1,0 bleiben 4 Stunden im Brutschrank bei 37°; danach neutralisiert (A). 
Zur Kontrolle die ursprüngliche Cobragift-Lecithinmischung (B). Prüfung 
auf Hammelblut ohne Lecithinzusatz. Versuchsanordnung wie in den vorigen 
Versuchen. 


A B 
ke 1,07 komplett komplett 
2. 0,5 $ S 
3. 0,25 r = 
4. 1,0 "200 ” d 
5. 0,5 a » 
6. 0,25 : e 
Ze, ` LE een stark wenig 
8. 0,5 wenig Spur 
9. 0,25 d d 
10. 0 0 0 
VI. 


Eine Mischung von Cobragift 1% 1/10 4,0 mit 1,0 einer 5 prozentigen 
Lösung von Agfa-Lecithin in Methylalkohol bleibt 24 Stunden im Brut- 
schrank. Dann werden 5 ccm Hundemagensaft zugefügt. Nach 2 Stunden 
37° wird neutralisiert. Prüfung auf Hammelblut (A). Als Kontrolle (B) 
das ursprüngliche Gemisch. 
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A B 
1. 1,01 komplett komplett 
2. 0,5 z 8 
3. 0,25 ? b 
4. 1,0 1/200 ” n 
5. 0,5 á R 
6. 0,25 e = 
7. 1,0Y/g000 S wenig 
8. 0,5 stark Spur 
9. 0,25 Spur 0 
10. 0 d 0 


Die Lecithide, wie sie durch Vereinigung des Prolecithids 
und des Lecithins in wässeriger Lösung entstehen, werden durch 
zwei- resp. vierstündige Digestion mit Hundemagensaft noch 
weniger angegriffen als die isolierten Produkte: Die Abschwächung 
ist höchstens 1:2. 

Aus den Kontrollen zu Versuch I und III ist ersichtlich, 
daß durch einstündiges Erhitzen auf 100° inaktivierter Magensaft 
eine schädigende Wirkung auf das Prolecithid kaum mehr ausübt, 
daß also mit der Zerstörung des Pepsins auch dieser Effekt aufhört. 

Wenn es sich bei der Abschwächung des Prolecithids durch 
die Einwirkung des Magensaftes um eine Wirkung des Pepsina 
selbst handelt, so war zu erwarten, daß dieselbe in neutraler 
Lösung ausbliebe. Dies ist in der Tat der Fall, wie folgende 
Versuche zeigen. 


Vo. 


Cobragift 1% 1/10 1,0 wird mit derselben Menge frischen, vorher 
neutralisierten Hundemagensaftes versetzt. Bleibt 1 Stunde im Brut- 
schrank bei 37° (a). Zur Kontrolle Cobragift 1,0 + 1,0 Kochsalzlösung. 
Hämolytischer Versuch (Hammelblut) wie in den vorigen (b). 


a b 
LO komplett komplett 
0,5 = n 
0,25 R a 
1,0 200 n baj 
0,5 S = 
0,25 A a 
LO SEI fast komplett fast komplett 
0,5 stark stark — fast komplett 
0,25 mäßig, Kuppe stark 
0 0 0 
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VIII. 
a) Cobragift 1% 1/10 2,0 + Pepsin. puriss. (Witte) neutral 1% 2,0; 
b) Cobragift 1% 1/10 2,0 + Pepsin. puriss. (Witte) 1% 2,0 + pi 
HC 0,15; 
c) Cobragift 1% 1/10 2,0 + Kochsalzlösung 2,0 +2/, HO 0,15. 
Die Gemische bleiben 2 Stunden bei 37°, b) und c) neutralisiert. 
Hämolyse mit Ziegenblut und Lecithinzusatz wie oben. 


a b c 
1,0 las komplett Spur komplett 
0,5 e 0 a 
0,25 e d e 
1,0 200 n 0 ” 

; j 0 fast komplett 
0,25 mäßig 0 wenig 
1.0 sii wenig 0 sehr wenig 
0,5 sehr wenig 0 Spur 
0,25 Spur 0 Spürchen 
0 0 0 d 


Einstündige Einwirkung des Magensaftes in neutraler 
Lösung bei 37° läßt das Prolecithid vollkommen intakt, nach 
zweistündiger Einwirkung von Pepsin Witte ist dasselbe der 
Fall, während gleichzeitig dieselbe Fermentlösung bei saurer 
Reaktion eine Abschwächung 1 : 200 hervorbringt. 

Dieses Ergebnis spricht wohl sehr zugunsten der Annahme, 
daß das Pepsin selbst auf das Prolecithid einwirkt. 

Die saure Reaktion an und für sich wirkt nicht etwa be- 
günstigend im Sinne einer „Abschwächung‘‘ des Prolecithids. 
Wir wissen aus Untersuchungen von Kyes und Sachs, die der 
eine von uns sehr oft bestätigen konnte, daß das Prolecithid in 
saurer Lösung gerade einen hohen Grad von Beständigkeit gewinnt. 

Der Verlauf der Abschwächung des Prolecithids ist ein 
außerordentlich rascher bei höherer Temperatur. Schon nach 
15 Minuten bei 37° bringt der in der gewöhnlichen Versuchs- 
anordnung angewandte Hundemagensaft eine ganz bedeutende 
Abschwächung hervor, die dann rasch zunimmt, so daß nach 
einer Stunde in der Regel beinahe das Maximum der Abschwächung 
erreicht ist. Dagegen vermindert sich die Wirkung ungemein 
bei Erniedrigung der Temperatur. Bei ca. 20° und bei 0° tritt 
innerhalb einer Stunde überhaupt keine Abschwächung ein, wie 
aus dem folgenden Versuch ersichtlich ist. 
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IX. 


Cobragift 1% 1/10 1,0 wird gemischt mit frischem Hundemagensaft 1,0. 
Derartige Gemische werden zwei hergestellt: 

a) Bleibt 1 Stunde bei Zimmertemperatur (ca. 20°); 

b) 1 Stunde bei 0° (vor der Mischung in Eiswasser gekühlt); 

c) Cobragift 1,0 + Kochsalzlösung 1,0. 

a)-b) nach den entsprechenden Zeiten neutralisiert. Hämolyse mit 
Hammelblut unter Lecithinzusatz. 


a b c 
1,0 "yo komplett komplett komplett 
0,5 1 n l n 
0,25 „ e n 
1,0 "Lan WW n n 
0,5 n a n 
0,25 a e S 
Lan fast komplett fast komplett fast komplett 
0,5 stark stark stark 
0,25 mäßig mäßig mäßig 
0 0 0 d 


Es blieb uns nur noch übrig, dem Einwand zu begegnen, 
daß etwa einfach die Gegenwart des Lecithins in der Lö- 
sung die Pepsinwirkung hemme. Da die Lecithidbildung 
in wässeriger Lösung ziemlich lange Zeit braucht, so konnte man 
bei unmittelbarem Mischen von Cobragift, Lecithin und Pepsin 
den Einfluß des letzteren auf das freie Prolecithid, aber in Gegen- 
wart des Lecithins, prüfen. Man mußte zwar damit rechnen, daß 
während der Aktion des Pepsins auf das Prolecithid die Lecithid- 
bildung interferiere, aber trotzdem zeigte sich klar, daß der 
Angriff des Pepsins auf das Prolecithid durch die Gegenwart 
des Lecithins als solche nicht gehindert wird, wie aus folgendem 
Versuch hervorgeht. 


X. 

Cobragift 1%, 1/10 2,25 + Magensaft vom Hund 2,25 + Lecithin 5%% 0,5 
werden sofort gemischt und bleiben 2 Stunden bei 37°. Hierauf wird neu- 
tralisiert und in der gewöhnlichen Weise der hämolytische Versuch (Hammel- 
blut) angestellt. 1,0 1/29 löst mäßig, 0,5—0,25 wenig, 0,5 noch Spürchen, 
die folgenden Dosen 0. 

Wir hatten gehofft, in der Pepsinwirkung auf das Prolecithid 
ein Mittel zu finden, in analoger Weise, wie der eine von uns das 
Toxin des Cobragiftes aus seiner Antitoxinverbindung wieder- 
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gewinnen konnte!), nun auch das Antitoxin aus seiner Ver- 
bindung mit dem Prolecithid zu restituieren. Es ist nämlich 
gerade in der sauren Lösung, in welcher das Pepsin wirkt, die 
maßgebende Bedingung für die Dissoziation der Verbindung 
Prolecithid-Antitoxin gegeben, und so war zu hoffen, das so 
abgespaltene Prolecithid leicht durch die Wirkung des Pepsins 
zu entfernen, während das nach unseren Vorversuchen gegen 
Pepsin sehr resistente Antitoxin frei in der Lösung verblieb. 

Wir gelangten indes nicht zum Ziel, und es stellte sich her- 
aus, daß in dem antitoxinhaltigen Pferdeserum selbst — wir 
benutzten das uns von Herrn Prof. Calmette in Lille zur Ver- 
fügung gestellte Serum antivenimeux — ein vorläufig nicht zu 
übersteigendes Hindernis lag. Kontrollversuche mit normalem 
Pferdeserum klärten unseren Mißerfolg auf, indem sie zeigten, 
daß die Veränderung des Prolecithids durch Pepsin 
bei Anwesenheit des Serums in sehr hohem Maße ge- 
hemmt wird. 


XI. 
I. Cobragift 1% 1/10 2,0 + Pferdeserum (1/2 h 55°) 2,0 + Pepsin 
Witte 1% 2,0 + 1/, HCI 0,15. 
II. Cobragift 1% 1/10 2,0 + Kochsalzlösung 2,0 -+ Pepsin 1% 2,0 
+42/, HA 0,15. 
III. Cobragift 1% 1/10 2,0 + Pferdeserum (1/ h 55°) 2,0 + Kochsalz- 
lösung 2,0. 
IV. Cobragift 1% 1/10 2,0 + Kochsalzlösung 4,0. 
Die Gemische bleiben 2 Stunden bei 37° im Brutschrank, I und II 
wird neutralisiert. Versuche mit Kaninchenblut und Lecithinzusatz. Die 
Verdünnungen beziehen sich auf das gesamte Gemisch. 


I II III IV 
1,0%; konplett 0 komplett komplett 
0,5 g 0 » n 
0,25 n 0 em n 
Lila n 0 n n 
0,5 n 0 n n 
0,25 Schleier 0 n h 
LO osi komplett 0 a de 
0,5 stark 0 Schleier e 
0,25 mäßig 0 stark a 
0 0 0 0 0 


1) Berliner klin. Wochenschr. 1906, 50. 
Biochemische Zeitschrift Band IV.: 18 
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Während das Prolecithid allein nach zweistündiger Digestion 
nicht mehr nachweisbar war, betrug die Abschwächung bei 
Gegenwart einer größeren Menge Pferdeserum nur 1:45. 
Die Ausführbarkeit des Versuches wird also von der Zugänglich- 
keit eines sehr konzentrierten Antitoxins abhängen, das in so 
starken Verdünnungen angewandt werden kann, daß die hem- 
mende Wirkung anderer Serumbestandteile auf die Pepsin- 
wirkung nicht mehr zur Geltung kommt. 

Die hemmende Wirkung des Serums stünde im Einklang 
mit der Auffassung der hier beobachteten Erscheinungen als 
einer Wirkung des Pepsins selbst, denn es ist bekannt, daß nor- 
males Serum auch die eiweißverdauende Wirkung des Pepsins 
hemmt. 

Wenn man die Verbindung des Prolecithids mit dem Lecithin, 
den Anschauungen von Kyes folgend, als eine chemische, in 
bestimmten Verhältnissen stattfindende Verbindung ansieht, so 
müßte man annehmen, daß durch den Eintritt der neuen Gruppe 
in das Molekül des Prolecithids dessen Empfindlichkeit gegen 
Pepsin schwindet. 

Man darf aber wohl auch daran denken, daß es sich um Zu- 
sammenlagerungen von großen Molekülen handelt, bei denen 
eine Art Umhüllung in Betracht kommt, so daß vielleicht die 
etwas grobe Vorstellung berechtigt ist, daß eine Lipoidhülle das 
Toxinmolekül mechanisch vor dem Angriff des Enzyms schützte. 


Einige Versuche, die wir mit Pankreassaft und mit Pankreatin 
Rhenania ausführten, ergaben uns keine sieheren Resultate. 
Eine Verwendung der Fermente in alkalischer Lösung macht 
Schwierigkeiten, da Alkali allein das Prolecithid erheblich ab- 
schwächt. In neutraler Lösung ist die Einwirkung der Pankreas- 
fermente auf das Prolecithid eine weit geringere und langsamer 
erfolgende als die des Pepsins. Das isolierte Toxolecithid wird 
gleichfalls angegriffen, anscheinend in etwas geringerem Maße 
als das Prolecithid. Doch ist in letzterem Falle daran zu denken, 
daß eine Wirkung des Steapsins auf die Lecithinkomponente in 
Betracht kommt. Eine kräftig wirkende Papainlösung griff auch 
nach 24 Stunden weder Prolecithid noch Lecithid an. 
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II. Über die Giftwirkung isolierter Toxolecithide des Cobragittes 
im Thierversuch. 


Über die Giftigkeit der von Kyes nach den beiden von ihm 
angegebenen Methoden isolierten Toxolecithide des Cobragiftes 
existiert nur eine einzige Angabe. Kyes sagt (jedenfalls von 
einem durch Ausschütteln mit Chloroform-Lecithin und Fällen 
mit Äther dargestellten Lecithid) folgendes: 

„Die neurotoxische Wirkung des nativen Giftes fehlt dem 
Cobralecithid vollständig. Relativ große Quantitäten des Leci- 
thids können in wässeriger Lösung Tieren subkutan injiziert 
werden, ohne allgemeine Symptome hervorzurufen. So verursacht 
z. B. eine Menge, welche genügt, 200 ccm Mäuseblut zu zer- 
stören, Mäusen von 15 g Gewicht injiziert, keine anderen Sym- 
ptome als ein Infiltrat in den geimpften Partien. Ebenso hat 
die subkutane Injektion von 10 ccm einer lprozentigen Lösung 
des Lecithids bei Kaninchen keine allgemeinen Symptome zur 
Folge. Die lokale Reaktion ist dagegen in diesem Falle eine aus- 
gedehnte, indem das hervorgerufene Infiltrat oft eine beträcht- 
liche Fläche der Abdominalwand umschließt.‘ 

Wir waren nun nicht wenig erstaunt, als wir bei Immuni- 
sierungsversuchen mit einem nach dieser Methode dargestellten 
Lecithid nach subkutaner Injektion desselben bei Kaninchen 
sämtliche Tiere verloren, indem wir sie am nächsten Morgen tot 
ohne besonderen Sektionsbefund vorfanden. 

2 ccm unserer Stammlösung, die einer lprozentigen Lösung 
des ursprünglichen Cobragiftes entsprach, bildeten eine sicher 
tödliche Dosis für Kaninchen von 1500—2000 g. 

Wir untersuchten hierauf vier Lecithidlösungen, von denen 
zwei in derselben Weise, zwei andere durch Lösung des Lecithids 
in Alkohol dargestellt waren, auf ihre Giftigkeit für Mäuse und 
erhielten Resultate, die in den folgenden Versuchsprotokollen 
niedergelegt sind. 


I. 
Die Darstellung des Lecithids und seine hämolytische Wirkung ist 
aus Versuch I des vorigen Abschnittes zu ersehen. Die Mäuse von 12—15 g 
wurden subkutan zunächst mit dem frischen Lecithid injiziert. 


0,05 + 2 Stunden, 
0,025 + 21/2 Stunden. 
18* 
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Wiederholung des Versuches nach 5 Tagen (Lösung im Eisschrank auf- 
bewahrt). 

0,5 -+ über Nacht, 

0,075 + über Nacht, 

0,025 0. 


II. 


0,2 g trockenes Cobragift in 20,0 0,85 prozentiger Kochsalzlösung 
gelöst. Hierzu 4 g Agfa-Lecithin in 20,0 Chloroform. 2 Stunden geschüttelt. 
Zentrifugiert bis zu scharfer Trennung der beiden Schichten. Chloroform- 
schicht mit 500,0 ccm ‚Äther versetzt. Nach 24 Stunden im Eisschrank 
filtriert, mit ‚Äther gewaschen, Niederschlag in 20,0 ccm Kochsalzlösung 
gelöst. ÄAtherduroh Luftdurchleiten völlig entfernt. Frisch geprüft. 


1,0 -+ über Nacht, 
0,5 -+ über Nacht. 
0,25 -- über Nacht, 
0,25 0, 
01 0, 
0,025 0. 


Ill. 


Darstellung des Lecithids siehe Versuch V des vorigen Abschnittes. 
Geprüft nach 14 Tagen (im Eisschrank aufbewahrt). 
0,15 -- < 24 Stunden, 
0,15 L < 24 Stunden. 


IV. 


Präparation des Lecithids siehe Versuch II des vorigen Abschnittes. 
Geprüft nach 3 Wochen. 
0,5 + 11/2 Stunde, 
0,5 + 3 Stunden, 
0,25 + 1 Stunde 40 Minuten, 
0,1 + 3 Stunden, 
0,1 + 2 Stunden, 
0,1 + 3 Stunden, 
0,05 + 3 Stunden, 
0,05 -+ 5 Stunden, 
0,025 0. 

Die vier Lecithidlösungen zeigen eine nicht 'unbeträchtliche 
Giftigkeit für Mäuse, die jedoch ziemlich erheblich bei den ver- 
schiedenen Lösungen variiert. Auffallend ist die- Verminderung 
der Giftigkeit von Lösung I bei einer späteren Prüfung, welche 
darauf hinweist, daß diese toxische Komponente einer Spontan- 
abschwächung unterliegen kann, aus der sich vielleicht die Er- 
Klärung für das abweichende Resultat von K yes ergibt. 
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Die Symptome, welche wir beobachteten, weichen zweifellos 
etwas von denjenigen ab, welche man nach der Injektion von 
Cobragiftlösungen wahrnimmt. Die Tiere, welche nach wenigen 
Stunden sterben, sitzen 20—30 Minuten nach der Injektion, 
anscheinend krank, still da und zeigen, wenn sie aufgestöbert 
werden, sehr große Unruhe, um bald wieder zu völliger Ruhe zu 
kommen. Die Haltung ist eine ganz eigentümliche, indem eine 
sehr stark ausgeprägte Kyphose besteht; die Schnauze ist auf 
den Boden gedrückt, die Atmung mühsam, es findet starke 
Einziehung der Flanken statt. Es besteht keinerlei Parese. 
Plötzlich tritt Unruhe auf, klinisch-toxische Krämpfe und sehr 
rasch der Tod. 

Die Untersuchung des wässerigen Anteils von I und II 
ergab in Übereinstimmung mit Kyes anscheinend die Anwesen- 
heit des gesamten Neurotoxins. Es muß aber ausdrücklich be- 
merkt werden, daß ein Defekt, der dem Übergang entsprechender 
Neurotoxinmengen in die Chloroform-Lecithinlösung entspräche, 
bei der hohen Toxizität des wässerigen Anteils (Dos. let. 1,0 1/, 000) 
sich völlig der Wahrnehmung entziehen kann. Die Intervalle, 
die wir bei der Einstellung der Giftlösung anwandten, sind groß 
und die Genauigkeit der Methode ist zu gering, um mit einer 
feineren Einstellung zum Ziele zu führen. 

Es war zunächst daran zu denken, daß eine toxische Wirkung 
des isolierten Lecithids vorläge, die mit seiner hämolytischen 
Wirkung korrespondierte und die aus irgend welchen Ursachen 
— vielleicht Veränderung der Giftlösung im Laufe der Zeit — 
Kyes entgangen war. Dagegen sprach aber das Fehlen von 
irgend welchem Parallelismus zwischen hämolytischer und all- 
gemein toxischer Wirkung unserer verschiedenen Lecithide. 

Wir hatten nun ein einfaches Mittel, um diese Frage zu ent- 
scheiden. Wie schon K yes festgestellt und der eine von uns 
vielfach bestätigt hat, wird das hämolytische Lecithid von dem 
Calmetteschen Serum nicht beeinflußt. Wenn die neuro- 
toxische Wirkung auf diesem selbst beruhte, müßte gleichfalls 
der Effekt des Calmetteschen Serums im Tierversuch aus- 
bleiben. Der folgende Versuch zeigt eindeutig das Gegenteil. 


a) Einstellung des Serums Calmette gegen Lecithid (dasselbe wie in 
Versuch IV). 
Absolute Bestimmung der hämolytischen Wirkung des Lecithids. 
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1,0 100 komplett 
0,5 n 
0,25 n 

1,0 el 1000 n 

0,5 n 
0,25 stark 
0 0 


Je 0,5 1/4100 des Lecithids, gemischt mit wechselnden Mengen Serum, 
1 Stunde Brutschrank, dann Blut. 


Serummengen Hämolyse 
0,25 mäßig 
0,1 stark 
0,05 fast komplett 
0,025 komplett 
0 n 


b) Einstellung des Serums gegen das Lecithid im Versuch an Mäusen. 
Wechselnde Mengen des Serums gemischt mit 0,1 ccm Lecithid, 1 Stunde 
Brutschrank, dann injiziert. 


Serummenge Erfolg 
0,5 0 
0,25 0 
0,1 0 
0,05 0 
0,025 0 
0,01 -+ 4 Stunden 
0,005 + 3 Stunden 
0 -+ 3 Stunden 


0,1 Lecithid + 0,5 norm. Pferdeserum -+ über Nacht. 


c) Einstellung des Serums gegen genuines Cobragift. Dosis letalis 
0,25 1/100. Angewandt 0,5 1/00 mit wechselnden Serummengen. 


Serummengen Erfolg 
0,05 d 
0,025 0 
0,01 + < 3 Stunden 
0,005 + < 3 Stunden 
0 -+ 40 Minuten. 


Dieser Versuch zeigt klar, daß das antitoxische Serum, 
welches gegenüber dem hämolytischen Lecithid kaum eine Wir- 
“kung hat, das Neurotoxin schon in recht geringen Dosen neu- 
tralisiert. Der wichtigste Punkt in diesem Versuch ist aber, daß 
zwei tödliche Dosen des Lecithids durch dieselbe Menge Serum 
im Tierversuch neutralisiert werden, die auch zwei tödliche 
Dosen des Neurotoxins des genuinen Cobragiftes neutralisiert. 
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Es ist also in den Lecithidlösungen ein bisher nicht beob- 
achtetes Gift von neurotoxischer Wirkung vorhanden, das in 
den Symptomen, welche es verursacht, von dem genuinen Neuro- 
toxin etwas abweicht, das sich aber dem Antitoxin gegenüber 
ebenso wie dieses verhält, während es von dem Verhalten des 
hämolytischen Lecithids vollkommen abweicht. 

In seinem Verhalten thermischen Einflüssen gegenüber 
nimmt das neurotoxische Lecithid eine besondere Stellung ein, 
die es gleichfalls wesentlich von dem hämolytischen Toxolecithid 
unterscheidet, wie aus folgendem Versuch hervorgeht. 

Eine Lösung des Lecithids, das durch Fällung mit Alkohol dargestellt 
war, wird 3 Stunden im kochenden Wasserbad erhitzt. Die hämolytische 


“Wirkung (ohne Lecithinzusatz) wird vor und nach dem Erhitzen an Ka- 
ninchenblut, die toxische Wirkung an Mäusen geprüft. 


A. Hämolyse. 
I frisch II erhitzt 

Lg komplett komplett 

0,5 e e 

0,25 ` S 

LO 608 wenig wenig 

0,5 Spur Spur 

0.25 minimal minimal 

1.0 10000 a n 

0,5 n ” 

0,25 d 0 

0 0 0 

B. Toxizität. 
I. frisch II. erhitzt 

0,5 + nach 10 Min. + über Nacht, 
0,3 + nach 20 Min. 4- nach ca. 3 Stunden, 
0,15 + nach 20 Min. -L über Nacht, 
0.1 + nach 25 Min. 4- über Nacht, 
0,06 + nach ca. 3 Stunden lebt, 
0,03 + nach 31/, Stunden lebt, 
0,015 lebt lebt. 


Während also nach 3stündigem Erhitzen der hämolytische 
Effekt genau derselbe geblieben ist, hat sich der neurotoxische 
um das Drei- bis Vierfache abgeschwächt. 

Es geht mit Sicherheit aus diesen Versuchen hervor, daß die 
nach K yes dargestellten isolierten Produkte, welche dieser als 
reine Lösungen des hämolytischen Toxolecithids ansah, keines- 
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wegs ohne weiteres als solche betrachtet werden dürfen, da sie 
außerdem ein neurotoxisches Prinzip enthalten können. 

Wir glauben, vor allem auf Grund der Antitoxinversuche, 
mit einigem Vorbehalt die Vermutung aussprechen zu dürfen, 
daß es sich hier um ein Lecithid des Neurotoxins handelt. 
Denn es darf die Veränderung der Löslichkeit — Übergang in 
Chloroform und in Alkohol — ebenso gedeutet werden als der 
entsprechende Vorgang bei dem Hämolysin. 

Von dem hämolytischen Lecithid unterscheidet es sich da- 
durch, daß es Antitoxin bindet. 

Die benutzten Methoden sind offenbar nichts weniger als 
günstig für die Neurotoxin-Lecithinbildung, da nur ein geringer 
Bruchteil des Neurotoxins in dieses übergeführt wird. Die Alkohol- 
methode scheint bessere Ausbeute zu geben als die Chloroform- 
methode. 

Die Abweichungen in den Symptomen dürften dahin zu 
deuten sein, daß Resorption und Verteilung des Lecithids anders- 
artig sind wie bei dem genuinen Neurotoxin. 


Zusammenfassung. 


L Das hämolytische Prolecithid des Cobragiftes 
verliert nach kurz dauernder Einwirkung von Pepsin 
in salzsaurer Lösung bei 37—40° seine Wirksamkeit. 
Neutrale Pepsinlösungen haben keinen Einfluß. Man 
darf daher annehmen, daß es sich um eine Wirkung 
des Pepsins selbst handelt und nicht um die eines 
anderen in der Lösung enthaltenen unbekannten 
Agens. 

2. Das isolierte hämolytische Toxolecithid des 
Cobragiftes ist im Gegensatz zu seinem Prolecithid 
dem Pepsin gegenüber in hohem Grade resistent. 
Diese Resistenz zeigt auch das nicht isolierte Lecithid, 
welches bei Vereinigung einer wässerigen Lösung von 
Cobragift und einer wässerigen Suspension von Le- 
cithin entsteht. Daß nicht etwa die Gegenwart von 
Lecithin als solche die Pepsinwirkung hemmt, ergibt 
sich daraus, daß frische Gemische von Cobragift und 
Lecithin, in welchen die Toxolecithidbildung noch 
nicht eingetreten ist, das Phänomen nicht zeigen. 
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3. Wie also das Toxolecithid durch seine Löslich- 
keitsverhältnisse sich wesentlich von dem Prolecithid 
unterscheidet, so zeigt es auch dem Pepsin gegenüber 
ein Verhalten, das von dem des Prolecithids erheblich 
abweicht. Dieses besonderen Verhaltens des Toxo- 
lecithids wegen dem Prolecithid die Eiweißnatur ab- 
zusprechen, scheint nach den jüngsten Versuchen von 
Michaelis und Rona an Albumosen nicht mehr als be- 
rechtigt. 

4. Die Wirkung des Pepsins auf das Prolecithid 
wird durch Pferdeserum gehemmt. 

5. Trypsininalkalischer Lösung ist nichtanwend- 
bar, da Alkalı allein das Prolecithid rasch zerstört. 
In neutraler Lösung zeigtesähnliche, aber weit weniger 
ausgeprägte Differenzen wie das Pepsin. Papain greift, 
wenigstens bei kurz dauernder Einwirkung, weder 
das Prolecithid noch das Toxolecithid an. 

6. Toxolecithide, welche nach den beiden, von 
Kyes angegebenen Methoden isoliert sind, erweisen 
sich im Gegensatz zu den Angaben von Kyes als giftig 
für Kaninchen und für Mäuse. 

7. Die Vergiftungssymptome der Mäuse weichen 
von den durch Injektion genuinen ÜCobragiftes er- 
zeugten einigermaßen ab. Die allgemeine Giftwirkung 
ist im Gegensatz zu der hämolytischen Giftwirkung 
der Präparate ziemlich thermolabil und scheint auch 
schon bei Aufbewahrung der Lösungen im Eisschrank 
eine Abnahme zu erleiden, woraus sich vielleicht eine 
Erklärung der abweichenden Resultate von Kyes 
ergibt. 

8. Im Gegensatz zu der hämolytischen Wirkung 
des Toxolecithids wird dessen neurotoxische Wirkung 
durch spezifisches Serum aufgehoben, undzwarindem- 
selben Maße wie die neurotoxische Wirkung des genu- 
inen Cobragiftes. 

9. Es erscheint statthaft, die Bildung eines Toxo- 
lecithids des ursprünglichen Neurotoxins des Cobra- 
giftes anzunehmen. Dieselbe erfolgt nach den ange- 
wandten Methoden mit sehr geringer Ausbeute. 


Eine einfache Methode zur Bestimmung des Caleiums 
in organischen Substanzen. 
Von 
Hans Aron. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Kgl. Tierärztlichen Hochschule in 
Berlin). 
(Eingegangen am 7. Mai 1907.) 


Bei der Bestimmung der Mineralstoffe in tierischen und 
pflanzlichen Produkten bietet die Zerstörung der organischen 
Substanz auf nassem Wege (Säuregemisch-Veraschung), wo sie 
anwendbar ist, gegenüber der früher meist geübten Glühaschen- 
bereitung erhebliche Vorteile. Die Operation selbst ist einfacher 
und schneller auszuführen und bedarf nicht so teurer Hilfsmittel 
(Platinschalen), flüssiges Untersuchungsmaterial braucht nicht 
erst eingedampft und getrocknet zu werden, die Fehler, die das 
umständliche Bestimmen und Umrechnen von Roh- auf Rein- 
asche unvermeidlich mit sich bringt und die Gefahr, daß flüchtige 
Substanzen beim Glühen verloren gehen oder Reste organischer 
Substanz durch Zusammensintern auch bei andauerndem Glühen 
eingeschlossen bleiben, fallen fort. Die Säuregemisch-Veraschung, 
wie sie besonders von A. Neumann!) ausgebildet ist, erlaubt 
bisher eine schnelle und genaue Bestimmung von Eisen und 
Phosphor. Bei Stoffwechsel-, Nahrungsmittel- und Futtermittel- 
untersuchungen dürfte sehr oft auch eine bequeme Methode zur 
quantitativen Bestimmung des Calciums erwünscht sein, und ich 
will deshalb in folgendem ein recht einfaches Verfahren beschrei- 
ben, das mir bei der Untersuchung von pflanzlichen und tierischen 
Produkten recht gute Dienste zu leisten scheint. Die Methode be- 
ruht darauf, daß man die organische Substanz in dem frischen oder 
getrockneten Untersuchungsmaterial in bekannter Weise mit Sal- 
peterschwefelsäure zerstört, das Calcium, das man als Sulfat in der 
Lösung hat, als solches durch Alkohol abscheidet!) und bestimmt. 

Ausführung: Eine bekannte Menge der Substanz, ca. 0,01 g 
bis 0,1 g CaO entsprechend, wird in einem Rundkolben aus 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 37, 115. 
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Jenenser Glas mit einer entsprechenden Menge eines Gemisches 
gleicher Teile Salpetersäure und Schwefelsäure übergossen, nach 
Ablauf der ersten stürmischen Reaktion auf einem Baboblech 
mit kleiner Flamme erwärmt und so lange tropfenweise, am besten 
aus einem Tropftrichter, mit dem Säuregemisch versetzt, bis die 
Flüssigkeit sich beim Erhitzen nicht mehr dunkel färbt. Meist 
wird man mit 100—150 ccm Säuregemisch auskommen; hat man 
mehr gebraucht, so verjagt man einen Teil der Schwefelsäure 
durch Erhitzen auf einem Asbestdrahtnetz wieder. Zu beachten 
ist, daß man vorteilhaft von sehr kalkarmem Analysenmaterial, 
wie z. B. Fleisch, Blut usw., nie mehr als 10 bis allerhöchstens 
15 g Trockensubstanz auf einmal verbrennt und die zur Ana- 
lyse erforderliche Menge in einzelnen Portionen hintereinan- 
der in demselben Kolben verascht. Hierbei genügt es, um die 
Menge der Schwefelsäure nicht zu groß werden zu lassen, im 
späteren Verlauf der Operation nur Salpetersäure zur Oxydation 
zutropfen zu lassen. Nachdem die fertig aufgeschlossene Lösung 
erkaltet ist, verdünnt man mit etwas Wasser, verjagt die Salpeter- 
säure durch kurzes Aufkochen, spült die Lösung in ein passendes 
Becherglas über, indem man den Kolben das erstemal noch mit 
Wasser, nachher mit Alkohol nachspült, gibt alsdann unter Um- 
rühren das 4—Sfache Volumen Alkohol zu der Flüssigkeit und er- 
wärmt auf dem Wasserbade, bis sich der Niederschlag flockig ab- 
gesetzt hat. Nach 6—12 Stunden filtriert man den Niederschlag 
durch ein gewöhnliches Filter ab, wäscht ihn mit 80—90 proz. Alko- 
hol aus, verascht im Platintiegel, bei größeren Mengen indem man 
den Niederschlag vorher zum größten Teil vom Filter entfernt und 
das Filter für sich verbrennt, und wägt als CaSO,. Noch besser sam- 
melt man den Niederschlag im Gooch-Tiegel und trocknet bei 105°. 

Voraussetzung für die Anwendbarkeit der Methode ist natürlich, 
daß kein Barium und kein Strontium in der Substanz vorhanden 
ist, da diese mitfallen würden und nach bekannten Methoden vom 
Calcium getrennt werden müßten. Kieselsäure muß, wenn sie vor- 
handen ist, vor dem Fällen mit Alkohol abgeschieden werden.?) 


1) Vgl. Treadwell, Quantitative Analyse, S. 5öf. — Friedheim, 
Leitfaden der quantitativen Analyse, S. 258. 

2) Noch einfacher ist es vielleicht, die SiO, zuerst beim CaSO, zu be- 
lassen und nachher in dem Niederschlage zu bestimmen und von diesem 
in Abzug zu bringen. 
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Die Vorteile der Methode sind, abgesehen von denen, 
welche die bequeme und schnelle Säuregemisch-Veraschung bietet, 
folgende: Das Calcium wird mit einem 21/,fach so schweren Molekül 
(CaSO, = 136) zur Wägung gebracht als bei der Fällung als Oxalat 
und Bestimmung als Oxyd (CaO = 56). Man braucht also nur 
2/ der Substanzmenge zu veraschen, um dieselbe Genauigkeit zu 
erzielen resp. man erreicht mit der gleichen Menge eine 21/, mal 
so große Genauigkeit. Das lästige Entfernen der Phosphor- 
säure durch Eisen ist bei der Fällung als Sulfat überflüssig.t) 
Das Fällungsmittel (Alkohol) kann sehr leicht — durch Ver- 
dampfen auf dem Wasserbade — wieder verjagt und das Filtrat 
des Kalkniederschlages noch zu weiteren Bestimmungen verwandt 
werden, ein Vorteil, der neben der Ersparnis der Arbeit einer 
neuen Veraschung bei geringen Mengen Analysenmaterials nicht 
zu unterschätzen ist. Es kann also auf diese Weise in derselben 
Analysenprobe z. B. CaO und PO, bestimmt werden. Ich möchte 
bemerken, daß einige Kollegen und ich schon längere Zeit mit 
gutem Erfolge auch zur Alkalibestimmung das Säuregemisch- 
Veraschungsverfahren angewandt haben. Hier hat man die ab- 
solute Sicherheit, von den in der Glühhitze leichtflüchtigen AL 
kalien nichts zu verlieren. Wenn man den Kalk nach oben 
beschriebener Methode bestimmt hat, kann man also auch die 
Alkalien im Filtrat bequem ermitteln, so daß man Calcium, 
Kalium, Natrium ebenfalls in einer Probe (z. B. in 100 ccm Blut 
oder 25 ccm Milch) in kurzer Zeit bestimmen kann. Zum Schluß 
seien noch drei Analysenbeispiele angeführt. 


Durch Glühen ver- 


| 
Säuregemisch-Veraschung ascht und als Oxalat 
gefällt. 
Gefunden CaSO, | entspr echend CaO Gefunden I S 
I. Knorpel. i 
In 1 g Substanz . er g 0,0584 g 0,0565 g 
e 1410 g 0,0579 g 
II. Casein. | 
0,0162 g 
HI. Milch. 
In 25 ccm d 0,1005 g 0,0412 g 0,0403 g 


1) "ug Friedheim S. 255, Anm. 2. 


Untersuchungen über den Pankreassaft des Menschen. 
IV. Mitteilung. 


Über ein in ihm enthaltenes komplexes Hämolysin und über die 
Darstellung des Leecithids.'!) 


Von 
J. Wohlgemuth. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 20. April 1907.) 


Vor etwa drei Jahren hatte Delezenne?) mitgeteilt, daß 
der Pankreassaft des Hundes, wenn man ihn mit Darmsaft akti- 
viert, die Fähigkeit besitzt, rote Blutkörperchen vom Kaninchen 
&ufzulösen, während er vor seiner Aktivierung sich vollkommen 
indifferent ihnen gegenüber verhalten hatte. Dieser Befund ist 
insofern von großem Interesse, als hier zum ersten Male gezeigt 
ist, daß Hämolysine nicht bloß das Produkt einzelner Giftdrüsen 
niederer Tierarten ist, sondern höchstwahrscheinlich von sämt- 
lichen Säugetieren normaliter gebildet werden. 

Bei der großen biologischen Bedeutung, die diese Frage be- 
anspruchen darf, schien es mir wichtig, auch den menschlichen 
Pankreassaft nach dieser Richtung hin zu untersuchen. Obwohl 
meine Versuche seit langem abgeschlossen sind, verschob ich ihre 
Publikation in der Absicht, die Resultate später an anderer 
Stelle im Zusammenhang mit weiteren experimentellen Unter- 
suchungen über den menschlichen Pankreassaft mitzuteilen. 
Durch die inzwischen erschienene Arbeit von U. Friedemann?), 
welche das gleiche Gebiet am Hunde behandelt, werde ich indes 


1) Vorgetragen auf dem Kongreß für innere Medizin in Wiesbaden 
am 20. April 1907. 

2) Delezenne, Compt. rend. de la Soc. Biol. 55, 171. 1904. 

3) U. Friedemann, Deutsche med. Wochenschr. 1907, Nr. 15. 
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gezwungen, meine Ergebnisse in Kürze schon jetzt bekannt zu 
geben. Die ausführliche Mitteilung meiner Protokolle wird später 
anderwärts erfolgen. 


I. Die hämolytische Wirkung des nativen menschlichen 
Pankreassaftes. 

Nachdem ich mich zunächst durch einige Vorversuche über- 
zeugt hatte, daß der Saft hämolytische Eigenschaften besitzt, 
wurde in verschiedenen Portionen die Stärke des Hämolysins in 
der üblichen Weise bestimmt. Für sämtliche folgenden Versuche 
sei vorweg bemerkt, daß der Saft vor seiner Verwendung stets 
gegen Kongo genau neutralisiert wurde. Die häufig übliche Ti- 
tration des sodaalkalischen Saftes gegen Phenolphthalein ist 
immer mit einem Fehler behaftet, da dieser Indikator wegen 
seiner äußerst schwach sauren Eigenschaften mit der frei- 
werdenden Kohlensäure sofort in Reaktion tritt. Die hämo- 
lytische Kraft des Saftes mag folgendes Beispiel illustrieren : 


Versuch I. 


Pankreassaft 3 Stunden im Brutschrank 


Hundeblut 5°% 


| 

(Port. 43) er 21 Stunden im Eisschrank 
10 ccm 1,0 ccm komplett 

0,5 „ 10 „ komplett 

0,5 S 1,0 - kumplett 

0.25- 4 10 ,, komplett 

0,1 o | 1.0: .; | komplett 

0,075 „ LU - 0 

0,05 „ | 1,0 - | 0 


Das Hämolysin ist danach in dieser Saftportion fünfmal 
so stark als in dem von Friedemann untersuchten Hunde- 
pankreassaft. 

Sodann ergab sich, daß es für die Hämolyse im großen und 
ganzen gleichgültig war, welches Blut ich zur Anwendung brachte, 
ob Blut von der Ziege oder Katze oder Hund oder Kaninchen 
oder ob Blut vom Menschen, stets trat Hämolyse ein. Besonders 
der letzte Befund dürfte am meisten Interesse beanspruchen: 
denn es ist damit zum erstenmal die Existenz eines 
unter normalen Bedingungen vorkommenden Auto- 
hämolysins beim Menschen einwandsfrei bewiesen. Unter 
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pathologischen Bedingungen ist einmal von Donath und Land- 
steiner!) beim Menschen die Beobachtung eines komplexen 
Hämolysins gemacht worden. Dasselbe fand sich im Serum 
eines an einem Anfall von paroxysmaler Hämoglobinurie leiden- 
den Mannes und war merkwürdigerweise nur in der Kälte wirk- 
sam. Maragliano?) und Ascoli’) geben an, ein Isolysin beim 
Hunde gefunden zu haben; aber diese Untersuchungen bedürfen 
noch dringend der Nachprüfung. Ein alkohollösliches Auto- 
hämolysin gewannen Korschun und Morgenroth') aus Rinder- 
pankreas, und endlich haben Ehrlich und Morgenroth®) künst- 
lich Isolysine dargestellt, indem sie Ziegen mit Blutkörperchen 
anderer Ziegen vorbehandelten; dagegen gelang es ihnen nicht, 
das Serum ein und desselben Tieres so zu verändern, daß es die 
eigenen Blutkörperchen löste. 

Beim Vergleich der hämolytischen Kraft der einzelnen Saft- 
portionen mit ihrer Fermentkonzentration zeigte sich fast immer 
ein deutlicher Parallelismus zwischen ihr und der fettspaltenden 
Wirkung. War die Lipase beträchtlich, so war auch die Hämolyse 
stärker; war jene gering, so war auch diese viel schwächer. Zwischen 
dem proteolytischen Ferment dagegen und der Hämolyse war 
der Parallelismus keineswegs so ausgesprochen. Hier kam es 
öfter vor, daß, obwohl das Trypsin nur sehr schwach war, die 
hämolytische Kraft recht erheblich war, und umgekehrt. Von 
welcher Bedeutung dieser Befund für die Erklärung des Wesens 
der Hämolyse überhaupt ist, darauf soll weiter unten ein- 
gegangen werden. 


II. Aktivierung durch Zusatz von Lecithin. 


Im Hinblick auf die Fähigkeit der Lipase, Lecithin abzu- 
bauen, lag es nahe, zu untersuchen, ob Zusatz von Lecithin die 
hämolytische Wirkung des Saftes verstärkt, d.h. ob durch Le- 


1) Donath und Landsteiner, Münchener med. Wochenschr. 
1904, Nr. 31. 

2) Maragliano, Verhandlungen des X. Kongresses für innere 
Medizin, Leipzig 1892. 

3) Ascoli, Münchener med. Wochenschr. 1901, Nr. 31. 

a Korschun und Morgenroth, Berliner klin. Wochenschr. 1902, 
Nr. 37. 

5) Ehrlich, Gesammelte Arbeiten zur Immunitätsforschung, Ber- 


lin 1904. 
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cithin das Hämolysin aktiviert wird. Tatsächlich war das der 
Fall. Ich führe zum Beweise einen Versuch an, der mit der- 
selben Saftportion (43) angestellt ist wie Versuch I. 


Versuch Il. 


00,5 t Leci- 
thinlösung 


3 Std. im Brutschrank 


Hundeblut 37, 21 Std. im Eisschrank 





komplett 
komplett 
X komplett 
komplett 
| komplett 
komplett 
| komplett 
komplett 
| mäßig 
| 0 


, M. LAR: AO, 





kuch jp p ` bech ` bech ` bech p ` ke ` bes ` Fesch 


| 0,1 


Wir ersehen hieraus, daß die Gegenwart des Leci- 
thins die hämolytische Fähigkeit des Saftes um das 
Zwanzigfache verstärkt hat. Mit dieser Sensibilisierung 
ist gleichzeitig bewiesen, daß das im Pankreassaft sich 
findende Hämolysin zur Reihe der Lecithide gehört und 
dem von Ehrlich und Kyest) entdeckten Kobralecithid 
sowie dem jüngst von Morgenroth und Carpi?) aus dem 
Bienengift isolierten an die Seite zu stellen ist. 

Aus diesem höchst interessanten Befund ergab sich die wei- 
tere Aufgabe, festzustellen, unter welchen Bedingungen die 
Aktivierung am ausgiebigsten vor sich geht. Zu dem Zwecke 
wurden mit derselben Saftportion (43) vier Reihen in der gleichen 
Weise angesetzt wie in Versuch II. Mit Reihe a wurde sofort 
der hämolytische Versuch ausgeführt, Reihe b kam zunächst auf 
24 Stunden in den Eisschrank, Reihe ce auf 2 Stunden in den 
Brutschrank, Reihe d auf 4 Stunden in den Brutschrank, und 
es wurde dann nach Ablauf der für jede Reihe bemessenen Frist 
mit den letzten dreien der Hämolyseversuch ausgeführt. 


1) Ehrlich und Kees, Berliner klin. Wochenschr. 1902, Nr. 38 u. 39, 
1903, Nr. 2 u. 4. 
2) Morgenroth und Carpi, Berliner klin. Wochenschr. 1906, Nr. 44. 
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Versuch III. 
Reihe a. 





3 Std. im Brutschrank 
21 Std. im Eisschrank 


Pankreassaft [0,05°/, Lecithin| 5°/, Hundeblut 











0,5 ccm 0,1 cem 1,0 ccm komplett 
0,25 5 01 > IO 5 komplett 
0,1 e ET. ; At. komplett 
0,075 „ DE ġ CH j komplett 
0,05 w Ol 4 Li g komplett 
0,025 „ 01 „ LO 5 komplett 
‚01 ji WE ġ KE ` komplett 
0,0075 „ DÄ a ER -4 komplett 
005 ` 01 „ LO. 0 
0,0025 „ Oi 4 10 5 0 


Reihe b. 
Vorher 24 Stunden im Eisschrank. 


3 Std. im Brutschrank 
21 Std. im Eisschrank 


Pankreassaft |0,05°/, Lecithin! 5°/, Hundeblut 






0,5 ccm 0,1 ccm 1,0 ccm komplett 
0,25 KL A KIK e komplett 
0,1 P OT -ġ LU à komplett 
DIR a 01 „ LO ` komplett 
0,05 e E 5 10 „ komplett 
0,025 ` DÄ LO 2 komplett 
0,01 e ER. 2 LO komplett 
0,0075 „ Gi „ LO: y komplett 
0,005 „ KE 5 KÉ Ze mäßig 
0,0025 „ EL ‘g LO. -4 0 
Reihe c. 


Vorher 2 Stunden im Brutschrank. 


3 Std. im Brutschrank 


0 D D 0 
Pankreassaft |0,05°/. Lecithin; 5°% Hundeblut | au Std. im Eisschrank 








komplett 





0,5 ccm 0,1 eem 1,0 eem 
0,25 e ME „ LU: ; komplett 
0,1 e DE „ LO — komplett 
005 „ HE - AE" komplett 
0,05 ý 01: > 10. ; komplett 
0025 „ 01 $ LO komplett 
‚01 e 0,1 „ 10 „ komplett 
0,0075 „ DÄ 4 LO- A komplett 
0,005 „ i% ve DU si komplett 
0,0025 „ GL. -3 LO- % komplett 
OOUE ` -ə HÄ -y 1.0 -p mäßig 
0,00075 OL 4 Lt ; 0 


KH 
KI? 
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Reihe d. 
Vorher 4 Stunden im Brutschrank. 


EEN, WEE DEE EE Ee 
r SS o | $ 
Pankreassaft CG lo Lecithin 3 Ja Hundeblut | 21 Std. im Eisschrank 











0,5 ccm 0,1 eem 1,0 ccm | komplett 
0,25 i GI a LO y komplett 
0,1 > UE -4 5 komplett 
0,075 „ WE 4 LO: % komplett 
‚05 e OL % IK y komplett 
0,025 „ E A KO- komplett 
0,01 e DE 4 LÉI: $ komplett 
0,0075 „ 01 4 LO 4 komplett 
0,005 , UL -4 L a komplett 
0,0025 „ EE Ae lO a komplett 
DEM. Dai — 10 ș | komplett 
0,00075 „ Dt 2 At ` | d 


Aus diesem Versuch ist ersichtlich, daß die Aktivierung 
am intensivsten war in Reihe d und fast ebenso stark in Reihe c. 
Die vorherige Einwirkung des Pankreassaftes auf sein Komple- 
ment in der Wärme ist somit für die Aktivierung von wesent- 
licher Bedeutung. Reihe a zeigte denselben Ausfall wie Ver- 
such II und ganz dasselbe Resultat lieferte Reihe b. Längeres 
Stehen in der Kälte ist somit für die Aktivierung bedeutungs- 
los. — Außerdem wurde bei den Reihen c und d die Beobachtung 
gemacht, daß nach Zusatz der Blutaufschwemmung die Hämo- 
lyse schon innerhalb weniger Minuten eintrat, während sie sonst 
erst nach Verlauf längerer Zeiträume einsetzte, eine Tatsache, 
auf die ich noch weiter unten zurückkommen werde. 


II. Einfluß des Mangansulfats auf die Hämolyse. 


Es fragt sich nun, wie man sich den Vorgang der Sensibili- 
sierung vorzustellen hat. Bezüglich der Sensibilisierung des Kobra- 
giftes durch Lecithin nimmt Ehrlich!) an, daß es sich um eine 
Verbindung beider Körper handelt, und zwar glaubt Ehrlich, 
daß der Kobraamboceptor mit einer großen Menge von Mono- 
stearylresten in Bindung geht. Als Beweis hierfür gibt er an: 
einmal die große Toxizität des Lecithids und dann die Möglich- 
keit, mit dem Lecithid einen Antikörper zu erzeugen, der auch 
auf das native Kobragift wirkt. Demgegenüber kommt Lü- 
decke?) auf Grund von Analysen des umkristallisierten primären 


1) Ehrlich cit. nach Lüdecke, Dissertation, München 1905. 
2) 1. co. 
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Kobralecithids zu dem Schluß, daß dieses ein reiner Abkömmling 
des Lecithins ist und sich nicht vom Kobragift ableitet. Er 
meint, daß das Lecithin offenbar durch Kobragift partiell verseift 
wird, wahrscheinlich durch eine fermentative Wirkung desselben. 
— Daß das Kobragift nun tatsächlich lipolytische Eigenschaften 
besitzt, haben neuerdings Neuberg und Rosenberg!) gezeigt; 
noch für zwei andere Schlangengifte, für das Crotalus- und das Mo- 
cassingift und ferner für das Ricin sowie Crotin konnten Neuberg 
und Rosenberg die Gegenwart einer Lipase beweisen, die nicht 
allein Lecithin sondern auch gewöhnliche Fette spaltet. Es stehen 
sich also für das Kobragift zwei Anschauungen gegenüber, die 
eine faßt die Sensibilisierung als eine Verbindung zwischen Ambo- 
ceptor und Lecithin, die andere als eine Verseifung des Lecithins auf. 

Wie soll man sich nun die Aktivierung des Amboceptors des 
Pankreassaftes erklären? Nehmen wir einmal an, daß es sich bei 
derselben vorwiegend um einen Verseifungsprozeß handelt, dann 
müßte nach einer Verstärkung der Lipolyse des Saftes auch seine 
hämolytische Kraft zunehmen. Was die Aktivierung der Pankreas- 
lıpase anbetrifft, so war es notwendig, als Aktivator einen Körper 
zu wählen, dessen Verhalten gegenüber roten Blutkörperchen 
absolut negativ war. Aus diesem Grunde mußten von vornherein 
ausscheiden die Galle und die Cholsäure. So blieb nur noch das 
Mangansulfat, das nach den Untersuchungen von Magnus) die 
Pankreaslipase erheblich verstärkt und das auch Neuberg und 
Rosenberg?) bei den von ihnen untersuchten Hämolysinen und 
Phytotoxinen wirksam gefunden hatten. Ich führte nun verschie- 
dene Versuche unter Zusatz von Mangansulfat aus und will einen 
von ihnen mit seinem Kontrollversuch mitteilen: 

















Versuch IV. 
 Pankreassaft 1°/ 3 Std. im Brutschrank 
(31) | Mangansulfat Ne Katzenblut 21 Std. im Eisschrank 
10 eem | Ol eem | 1 eem | komplett 
0,75 , | Ol ,» | 1.5 | komplett 
0.5 e | Ol „ | L 5 | komplett 
m: |: | ii a 
ei ` n , omple 
0,075 ö Ol 5 1 A | komplett 
0.05 ,» 01 „ | L j 0 





1) Neuberg und Rosenberg, Berliner klin. Wochenschr. 1907, Nr. 2. 
2) Magnus, Zeitschr. f. physiol. Chemie, 48, 376, 1906. 
3) Neuberg und Rosenberg l. c. 
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Kontrolle. 
Pankreassaft e 3 Std. im Brutschrank 
(31) 5° Katzenblut 1 o eu. im Eisschrank 
1,0 ccm komplett 
0,75 „ komplett 
05 , komplett 
0,25 „ komplett 
01 e 0 





Es hat also die Gegenwart des Mangansulfats eine 
beträchtliche Verstärkung der hämolytischen Kraft, 
gleichsam eine Aktivierung bewirkt. 

Dieser Versuch könnte in dem Sinne gedeutet werden, daß 
bei der Aktivierung des Pankreashämolysins die Lipase aus- 
schlaggebend ist, und daß der sich dabei abspielende Prozeß in 
erster Linie ein Verseifungsprozeß ist. Ich bin aber weit ent- 
fernt, mich jetzt schon dieser Auffassung anzuschließen, angesichts 
der Tatsache, daß der hämolytische Prozeß nach den klassischen 
Arbeiten Ehrlichs und seiner Mitarbeiter ein recht komplizierter 
Vorgang ist. Klarheit in dieser Frage können vielleicht Versuche mit 
Mangansulfat schaffen, die mit tryptisch inaktivem Saft angestellt 
sind. Ein solcher stand mir aber leider nicht zur Verfügung, da 
sämtliche Saftportionen durch das Stehen tryptisch aktiv geworden 
waren. Ließe sich dann — also bei Abwesenheit des Trypsins — ein 
Anwachsen der hämolytischen Kraft zeigen, das parallel mit der 
Lipolyse geht, dann dürfte bewiesen sein, daß das Hämolysin mit 
der Lipase etwa ähnlich zusammenhängt, wie das Lab mit dem 
Trypsin!). Vielleicht können auch Versuche mit n-Caleciumchlorid- 
lösung diese Frage fördern, von der wir durch die Untersuchungen 
von H. Pottevin?) wissen, daß sie ebenfalls die Pankreaslipase 
aktiviert. Ich möchte mir vorbehalten, diesen Gedanken in dem 
angedeuteten Sinne weiter zu verfolgen. 


IV. Darstellung und Eigenschaften des Leeithids. 


Als wichtigste und letzte Aufgabe ergab sich aus diesen Ver- 
suchen, das fragliche Lecithid in Substanz darzustellen. Zu dem 


1) J. Wohlgemuth, Diese Zeitschr. 2, 350, 1907. 
2) H. Pottevin, Compt. rend. 136, 767, 1903. 
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Zwecke verfuhr ich nach dem von Kyes!) angegebenen ver- 
einfachten Verfahren. 40 ccm Pankreassaft (49) wurden mit 
40 ccm einer 5prozentigen methylalkoholischen Lecithinlösung ver- 
setzt, fünf Stunden unter häufigem Schütteln im Brutschrank ge- 
halten, danach mit Alkohol gefällt und das Filtrat mit Äther im 
Überschuß behandelt. Alsbald fiel ein gelber Niederschlag aus, 
der abfiltriert und mehrmals mit Äther gewaschen wurde. Was 
zunächst seine Löslichkeit anbetrifft, so unterscheidet er sich von 
Lecithin durch seine Unlöslichkeit in Äther und durch seine leichte 
Löslichkeit in physiologischer Kochsalzlösung und in Alkohol. Die 
wässerige Lösung zeigte alle Eigenschaften eines Lecithids; sie 
brachte rote Blutkörperchen schon nach wenigen Minuten zurLösung 
und war äußerst kochbeständig. Stundenlanges Erhitzen auf 100° 
schwächte nur sehr wenig die hämolytische Kraft. Beim Stehen 
im Eisschrank kam ein geringer Teil wieder zur Ausscheidung, 
der nach dem Vorgang von Kyes als sekundäres Lecithid aufzu- 
fassen wäre; schon bei Zimmertemperatur löste er sich wieder 
In seiner eigenen Lösung auf. 


Schluß. 


Wenn ich noch einmal die Resultate vorliegender Unter- 
suchungen kurz zusammenfasse, so haben dieselben ergeben, daß 
im Pankreassaft des Menschen sich ein Hämolysin findet, und 
zwar ein Autohämolysin. Dasselbe ist aufzufassen als eine Sub- 
stanz von amboceptorartigem Charakter (Prolecithid), die durch 
die Gegenwart von Lecithin aktiviert wird. Mit dem Lecithin ist 
es imstande, sich zu einem hämolytisch wirkenden Toxolecithid 
zu verbinden, genau wie das Kobragift (Ehrlich und Kyes) 
und das Bienengift (Morgenroth und Carpi). Dieses Toxo- 
lecithid ist unlöslich in Äther, außerordentlich leicht löslich in 
Wasser und Alkohol, ist kochbeständig und befähigt, mit Blut 
zusammengebracht, fast momentan komplette Hämolyse zu be- 
wirken. 

Was die Natur des hämolytischen Prozesses anbetrifft, so 
sprechen einmal der Parallelismus zwischen Umfang der Lipo- 
lyse und der Hämolyse in den einzelnen Saftportionen und ferner 
die Aktivierung beider Reaktionen durch Mangansulfat vielleicht 


1) Kyes, Berliner klin. Wochenschr. 1904. 
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für einen Zusammenhang zwischen beiden, auf den auch Neu- 
berg und Rosenberg schon (l. c.) hingewiesen haben. Ziehen 
wir aber die eingangs erwähnte Beobachtung von Delezenne 
in Betracht, daß nur tryptisch aktiver Pankreassaft hämolytisch 
zu wirken vermag, so dürfte sich die Hämolyse als eine Kom- 
bination von lipolytischer und proteolytischer Wirkung dar- 
stellen. Für die Klärung der Frage der Sensibilisierung sind 
weitere Versuche mit Mangansulfat und Calciumchlorid an tryp- 
tisch inaktivem Saft erforderlich. Ebenso wäre es notwendig, zu 
untersuchen, ob ähnlich wie mit dem Kobralecithid es auch ge- 
lingt, mit dem Pankreaslecithid, wenn ich mich der Kürze halber 
so ausdrücken darf, einen Antikörper gegen den toxisch wirken- 
den Pankreassaft zu erzeugen. 

Der Nachweis eines komplexen Hämolysins in einem so 
lebenswichtigen Organe wie dem Pankreas beansprucht ein er- 
hebliches biologisches Interesse. Ob und inwieweit dasselbe für 
den Stoffwechsel von Bedeutung ist, läßt sich einstweilen noch 
nicht übersehen. Jedenfalls regt dieser Befund zu weiteren 
Forschungen nach den verschiedensten Richtungen speziell auf 
dem Gebiet der Bluterkrankungen an. Untersuchungen darüber 
sind bereits im Gange. 


Lipolyse, Agglutination und Hämolyse. 
Zweite Mitteilung. 


Von 
C. Neuberg und C. Reicher. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 20. April 1907.) 


Vor einiger Zeit haben C. Neuberg und E. Rosenberg!) 
über Beziehungen zwischen den Vorgängen der Hämolyse, Agglu- 
tination und der enzymatischen Fettspaltung berichtet. Es war 
gezeigt worden, daß verschiedene Agglutinine (Crotin, Ricin) und 
Hämolysine (Cobra-, Crotalus-, Mocassin-, Bienengift) deutliches 
Spaltungsvermögen gegenüber Fetten wie Lipoiden besitzen. Wie 
schon damals betont wurde, ist für die Auffassung jener Immuni- 
tätserscheinungen die Frage von erheblichem Interesse, ob die 
Lipolyse eine Wirkung der Toxine selber oder die eines Be- 
gleiters ist. Denn im ersten Falle würde man ohne Zwang zu der 
Annahme geführt, in den Vorgängen der Hämolyse und Agglu- 
tination nicht prinzipiell, sondern nur graduell verschiedene 
Etappen einer Lipolyse zu erblicken. 

Um weiteres Material in dieser Frage zu sammeln, haben 
wir die schon früher angekündigte Prüfung von Lipasen auf 
hämolytische Fähigkeit und auf Anregung des einen von uns 
(R.) auch die Untersuchung einiger Immunsera auf Fettspaltungs- 
vermögen vorgenommen. 

Was zunächst die Prüfung von Lipasen auf hämolytische 
Wirkung anlangt, so wurde diese mit Magen- und Pankreas- 
säften angestellt. Selbstverständlich wurden diese Säfte — Fistel- 


1) C. Neuberg u. E. Rosenberg, Lipolyse, Agglutination und 
Hämolyse. I. Orth-Nummer der Berliner klin. Wochenschr. Januar 1907. 
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hunden entstammend — zuvor genau neutralisiert, sowohl um 
Proteolyse wie Säure- resp. Alkaliwirkung auf die Erythrocyten 
auszuschließen. 

Tatsächlich ergibt sich aus den Versuchen (siehe die folgenden 
Tabellen), daß frischer, völlig neutral reagierender Magensaft 
hämolytisch wirkt. 

Für den Pankreassaft liegt bereite eine hierhin gehörende 
Angabe von C. Delezennet) vor, der ihn an sich nicht hämo- 
lytisch, wohl aber agglutinierend fand. Da dieser Autor je- 
doch nicht neutralisierten, sondern nativen Pankreassaft benutzt 
“und namentlich ihn in Kombination mit der Enterokinase unter- 
sucht hat, haben wir ebenfalls mit genau neutralisiertem Pankreas- 
saft entsprechende Versuche angestellt. Wir konnten auch hier 
typische Hämolyse beobachten.?) 

Außer mit Fistelsäften, die wir der Güte des Herrn Prof. 
A. Bickel verdanken, haben wir mit den käuflichen Trocken- 
präparaten von Magen- und Pankreasenzymen gearbeitet. Die 
wässerigen Lösungen von Grüblerschem Pepsin und Pankreatin 
Rhenania, die kräftig Eiweiß verdauten, besaßen in den in 
Betracht (kommenden Mengen nur äußerst schwaches Fett- 
spaltungsvermögen und ebenso keine ausgeprägte hämolytische 
Wirkung. Zusatz von Manganosulfat, der sich bei den früher 
benutzten Schlangen- und Phytotoxinen zum Teil als förderlich 
erwiesen hatte, war hier ohne nennenswerten Einfluß. 

Sowohl Magen- als Pankreasfistelsaft erzeugten eine in Mengen 
von 1,0—0,5 ccm des nativen Saftes komplette Hämolyse; 0,1 ccm 
bildete die untere Grenze; dem Anschein nach kann man diese 
durch Beigabe von Dünndarmsekret herabsetzen. Da wir von 
letzterem keinen Fistelsaft zur Verfügung hatten, sondern einen 
durch Verreiben von Darmschleimhaut des Hundes mit phy- 


1) Societé de Biologie 55, 171, 1903; cit. nach M. Jacoby, Immu- 
nität und Disposition. Wiesbaden 1906, 86. 

2) Als unsere Versuche längst abgeschlossen waren, erschien vor 
kurzem eine interessante Mitteilung von U. Friedemann (Über ein kom- 
plexes Hämolysin der Bauchspeicheldrüse. Deutsche med. Wochenschr. 
1807, 15), der ebenfalls die Delezennesche Angabe bestätigt und im 
wesentlichen dahin erweitert hat, daß das Pankreashämolysin zu den 
Lecithide bildenden Toxinen und in die Gruppe der Autolysine gehört. 
Jedoch sind auch diese Versuche in anderer Weise und aus anderen Ge- 
sichtspunkten als die unserigen angestellt. 
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siologischer NaCl-Lösung bereiteten Auszug benutzen mußten, 
unterließen wir es, die Herabdrückung der unteren Wirkungs- 
grenze genau zu bestimmen. 

Vor Täuschungen sicherten wir uns in folgender Weise: 
1. wurden stets zwei Versuchsreihen mit den zweimal ge- 
waschenen Kaninchenblutkörperchen ausgeführt. In den Kon- 
trollröhren war jedesmal statt der zu untersuchenden Substanz 
die entsprechende Menge physiologischer Kochsalzlösung zugesetzt. 
Die Röhrchen standen zwei Stunden im Brutraum bei 37° und 
nachher bis zum nächsten Morgen im Kühlschrank bei 8°. 2. Da 
durch die Neutralisation der Verdauungssäfte die Salzkonzen- 
tration geändert war, wurden die Versuche auch mit diesen neu- 
tralisierten, aber nachher gekochten Lösungen angestellt zugleich 
zur Prüfung auf Coctostabilität. 3. Daß beim Eintritt der Hämo- 
lyse keine Proteolyse mit tätig war, wurde durch Herstellung 
absolut neutraler Reaktion sowie die Anwendung niederer Tem- 
peratur während de Hauptzeit der Einwirkung erreicht. Einen 
Indicator stellt das Hämoglobin auch selbst dar, da nur bei Aus- 
schluß jeder Verdauungswirkung eine Farbenveränderung (Häma- 
tinbildung) ausbleibt. 

Die Analogie im Verhalten der Hämolysine und der Bak- 
teriolysine legte eine entsprechende Prüfung der letzteren nahe. 
Gerade so, wie wir bei den hämolytisch wirkenden Giften deut- 
lich ein Fettspaltungsvermögen ausgebildet finden, sehen wir, daß 
auch den bakteriziden Seris (wie dem Schweinerotlauf und 
Streptokokkenserum) die gleiche Eigenschaft zukommt (Tab. XI, 
XII, XIII), während sie den durch Erhitzen inaktivierten 
Seris nahezu vollständig fehlt (Tab. XIV). Diese hier fest- 
gestellte Tatsache scheint uns bemerkenswert auch in Hinsicht 
auf Befunde von S. Metalnikoff!), nach denen die natürliche 
Immunität der Bienenmotte gegen Tuberkulose auf Bakteriolyse 
durch eine Lipase dieses Insektes beruht, sowie im Hinblick auf 
die jüngst veröffentlichten Immunisierungsversuche von Deycke 
Pascha und Reschad Bey?), welche aus einer Streptothrixart 
ein Fett, Nastin genannt, darstellten und durch wiederholte In- 
jektion kleiner Dosen desselben bedeutende Besserungen bei Le- 


1) Diese Zeitschr. 1, 309, 1906. 
2) Ein bakterielles Fett als immunisierende Substanz bei der Lepra. 
Deutsche med. Wochenschr. 1907, 3. 
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prösen erzielten. Sie vermuten auf Grund der dabei zahlreich 
auftretenden Involutionsformen von Leprabazillen, daß der Or- 
ganismus, durch wiederholte Behandlung mit der Fettsubstanz 
gereizt, ein Gegengift, offenbar vom Typus einer Lipase, erzeugt, 
die dann das Nastin und das ihm verwandte äußerst resistente 
Fett der Leprabazillen zur Spaltung bringt und so Bakteriolyse 
hervorruft. Unsere Experimente zeigen, daß in der Tat unsere 
bakteriolytischen Sera mit Fettspaltungsvermögen ausgestattet 
sind, und man kann sich vorstellen, daß sie dadurch imstande 
sind, die Bakterienleiber der ihre Resistenz bedingenden Lipoid- 
hülle zu berauben. 

Erwähnt sei ferner, daß Schweinerotlaufserum auch eine 
leichte und Diphtherieserum spurweise Hämolyse erzeugen kann 
(Tabelle XV). 

Durch Erwärmen auf 56° wird der lipolytische wie der 
hämolytische Effekt dieser Immunsera aufgehoben. Die nor- 
malen Sera von Pferd und Schwein sind in den angewendeten 
Konzentrationen fast ohne fehlspaltende Wirkung. 























Tabelle I. 
Kaninchenblut |Magensaft (vom Hund)| Hämolytischer Kontrolle 
ND genau neutralisiert Effekt 
l ccm | 1,0 ccm komplett | 0 
l, | DAN p komplett 0 
E % Ol p Spur 0 
1 19 0,05 19 0 Q 
In 0,01 „ 0 0 
Tabelle II. 
nn | Magensaft | Arsnanickichhee 
m SE "e Stunde gekocht, | nn Kontrolle 
"Beet neutralisiert — — | _____. 
l ccm | 1,0 ccm Spur 0 
l W 0,5 1 0 0 
1 39 0,1 an 0 LI 
L 0,05 „ Ö 0 
1 e 0,01 „ O v 
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Tabelle III. 





Magensaft genau 





| 
Kaninchenblut neutralisiert Hämolytischer | 
5%, + 0,1 eem MnSO, Effekt | Kontrolle 
| (neutral) | 
l eem 1,0 Gem | komplett d 
1 „ 05 „ komplett 0 
1 97 0,1 an 0 0 
WM? 005 „ 0 0 
1 1? | 0,01 ai d 0 
Tabelle IV. 
Magensaft Ea 
Kaninchenblut Sle Stunde gekocht, Hämolytischer = 
5%, genau neutralisiert Effekt Kontrolle 
I+ 0,1 ccm MnSO, | 
l ccm 10 ccm 0 0 
1 1 0,5 n 0 0 
1 nm 0,1 WI 0 d 
1 UM 0,05 19 0 0 
E 5 0,01 „ 0 0 
Tabelle V. 
Kaninchenblut SEH i Hämolytischer Ra 
5%, Pepsinlösung !) Effekt Kontrolle 











Pepsinlösung 


+ 0,1 eem Man- 
ganosulfat 


Kaninchenblut 
5% 


Hämolytischer 
Effekt 


Kontrolle 


1) Dargestellt aus Grüblerschen Pepsin genau wie die entsprechende 
Pankreatinlösung. (Siehe S. 287.) 
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Tabelle VII. 


Pankreassaft 






































Da i (Hund) ae Kontrolle 
fo genau neutralisiert S 
1 eem 1,0 eem komplett d 
E ;; 05 y komplett 0 
d. ge 01 ,„ komplett 0 
E g 0,05 „ 0 0 
Rz 0,01 „ | 0 0 
Tabelle VIII. 
Sn Pankreassaft S : 
a !/, Stunde gekocht, = a Kontrolle 
s genau neutralisiert ar 
1,0 ccm 0 0 
05 0 0 
Ol U 0 
0.05 „ 0 0 
0,01 , 0 d 
Tabelle IX. 
= Pankreassaft 
Kaninchenblut genau neutralisiert Hämolytischer 
Wer + 0,1 eem MnSO, Effekt Kontrole 
| (neutral) 
l ccm 1,0 ccm | komplett d 
E 5 05 n komplett 0 
l y Ol y Spur 0 
WS? 0.05 .„ŭ@ O 0 
i % 0.01 „ 0 0 
Tabelle X. 
© | Pankreassaft” 
Kaninchenblut Ha Stunde gekocht, Hämolytischer 
3% genau neutralisiert, Effekt Kontrolle 
+ 0,1 ccm MnSO, | 
1 ccm 1,0 ccm | 0 0 
1 WW 0,5 an d 0 
l „ Ol ` | 0 0 
K ; 0,05 „ 0 0 
er 0,01 „ 0 0 
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Tabelle XI. 
Pankreassaft a ; 
Kaninchenblut genau neutralisiert ämolytischer 
5°, + 0,1 ccm Dünn- Kontrolle 
darmsaft 
l ccm 1,0 ccm komplett 0 
l a 0,5 „ komplett d 
Tabelle XII. 
Kaninchenblut |Pankreatinlösung')| Hämolytischer 
Bel (Rhenania) Effekt Kontrole 
1 eem 1,0 ccm Spur 0 
l y 05 p 0 0 
I. 01 y 0 0 
1 n 0,05 19 0 0 
1 19 0,01 19 0 0 
Tabelle XIII. 
Kaninchenblut | Pankreatinlösung | Hämolytischer 
Sa, -+ 0,1 eem MnSO, Effekt Kontrole 
1 ccm 1,0 ccm Spur 0 
1 n 0,5 „ 0 0 
1’ Ol „ 0 0 
1 19) 0,05 „ 0 0 
1 n 0,01 A 0 0 
Tabelle XIV. 


1,0 ccm Diphtherieserum II, reagiert neutral; 

1,0 ccm Schweinerotlaufserum = 0,05 n/10 NaOH; 

1,0 ccm Streptokokkenserum (Aronsohn) = 0,1 ccm n/10 NaOH; 

20 ccm Alkohol + 20 ccm Äther (nachher bei der Titration zu- 
gesetzt) = 0,2 ccm n/l0 NaOH (bei den ausgeschriebenen 
Zahlen bereits abgerechnet). 


1) 0,2 g Trockenpräparat wurden mit 20,0 ccm physiolog. Kochsalz- 
lösung zwei Stunden auf der Maschine geschüttelt und dann filtriert. 
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Acidität Acidität Differenz 
Angewendet vor der nach der in ccm 
j Spaltung Spaltung | n/10 NaOH 








ccm Ricinusöl 
















> 0,7 
1 „ Diphtherieserum . Ea g 
5 „ Ricinusöl ; 
1 ,, Diphtherieserum . 0,9 
1 „ Manganosulfat 
5 „ Ricinusöl > 
1 „ Streptokokkenserum . Së GA 
5 „ Ricinusöl Së 
1 ,  Streptokokkenserum . 0,9 1,3 
1 ,„  Manganosulfat 
5 ,„ Ricinusöl i 
1 „ Schweinerotlaufserum . 9 E 
5 „ Rieinusöl . 
1 „  Schweinerotlaufserum - | 0,85 1,25 
1 „  Manganosulfat 
Tabelle XV. 
Acidität siehe Tabelle XIV. 
Acidität Acidität Differenz 
Angewendet vor der nach der in ccm 
Spaltung Spaltung 





n/10 NaOH 





Ot i 


ccm Olivenöl . 

1 „ Diphtherieserum . . } 1,0 D 
5 „ Olivenöl. 

1 „ Diphtherieserum . 1,0 11 
l „ Manganosulfat 

5 „ Olivenöl. = 

1 ,„ Streptokokkenserum. . ) I 0,8 
5 „ Olivenöl. . . 2... 

1 „ Streptokokkenserum. . | 1,1 1,3 
l „ Manganosulfat . . 

5 „ Olivenöl. z 5 
1 „  Schweinerotlaufserum \ 2 993 
5 „ Olivenöl. 

1 „  Schweinerotlaufserum | 1,05 1,15 
1 „ Manganosulfatt . . . | 
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Tabelle XVI. 


5 g Lecithin auf 60 ccm H,O; davon 5 ccm = 1,0 ccm n/10 
NaOH. 

Acidität der Sera siehe Tabelle XIV. Zur Titration außer 
Indicator nichts zugesetzt. 


Acidität | Acidität | Differenz in ccm n/10 
NaOH 

nach nach 
Stunden | 48 Stunden. 


0,4 0,4 
0,3 0,5 








Angewendet 
Spaltung | Spaltung | 4g 








5 eem Lecithinlösung . . . ) 
„ Diphtberieserum . 


1 

5 „ Loeeithinlösung 

1 „ Diphtherieserum . 
1 „  Manganosulfat 


„  Leeithinlösung 
Streptokokkenserum . 


„ Leeithinlösung . . . | 


0,9 


et 
3 


Streptokokkenserum . 0,4 


w Manganosulfat 


st 
3 


„ Leecithinlösung 
„ Schweinerotlaufserum 


0,65 


Leeithinlösung 
„ Schweinerotlaufserum 
» Manganosulfat 


0,05 0,4 


ee CON à QI 
3 





Tabelle XVII. 


ccm Pferdeserum . . . . . e 1,3 cem n/10 NaOH 
1,0 LEI 23 (E 


A. 


1 
5 „ RBRicinusöl 
5 „ Olivenöl. . . . 2 2.2. ses LI , S e 

20 ,„ Äther + 20 ccm Alkohol . .=02 „ , J 
5g Lecithin auf 60 cem H,O; davon 


5 ccM . > è è è > >» è > = 1,7 „ „ E: 
B. 1 cem Schweineserum . . ....=02 „ e = 
5 „ Ricinsöl . ....2....=06 „ , 2 


5 „ Olivenöl. e, =08 „ , x 
5 „ Lecithinlösung `, .....=11, , an 


290 C. Neuberg und C. Reicher: 








B. 1 cem Schweineserum 







A. 1 ccm Pferdeserum 





Angewendet 





vor der |nach der 
PER Spaltung|Spaltung 






5 cem Ricinusöl . 


5 „ Ricinusöl . . 
1 „ MnSO, ) SS š 
5 „ Ricinusöl 
ohne Serum . l 1,0 
5 „ Olivenöl . . 1,4 0 
5 „ Olivenöl . . 
1 „ MnSO, u $ 
5 „ Olivenöl 
ohne Serum . ) 1y 3 
5 „ Lecithinlösung 2,0 0 
5 „ Leeithinlösung 
1 „ MnSO, ) Se j 
LI „ Lecithinlösung ) 17 0 
ohne Serum . ? 


Schweine- 
rotlauf- Kontrolle 
serum 





Aus diesen Untersuchungen geht also hervor, daß ein 
Parallelismus zwischen Fettspaltung und Hämolyse auch bei den 
Magen- und Pankreasfermenten besteht und daß bakterizide Sera 
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sowie ein antitoxisches Serum fettspaltend wirken und zugleich 
auch hämolytisch sein können. 

Weitere Versuche, deren Fortführung im Gange ist, müssen 
lehren, ob wirklich bei der spezifischen Hämolyse und viel- 
leicht auch bei der spezifischen Agglutination ein enzyma- 
tischer Verseifungsprozeß mit im Spiele ist. Daß jede be- 
liebige Lipase nicht in jeglicher Blutart Hämolyse hervorbringt, 
könnte in der hohen Spezifität der fettspaltenden Enzyme be- 
gründet sein, die tatsächlich bei den lipolytischen Fermenten 
verschiedener Provenienz bereits beobachtet ist. In scharfem 
Gegensatz zu der ‚„fermentativen‘“ Hämolyse würde dann die 
unspezifische treten, wie die Hämolyse durch Wasser, Säuren, 
Alkalien, Saponin usw., die zum Teil in einer rein chemischen 
Verseifung, zum Teil in physikalischen Zustandsänderungen, wie 
in Vorgängen der einfachen Lösung, Diffusion, Oberflächen- 
spannung, ihren Grund haben würde. Zu einem sicheren Urteil 
reichen die bisher vorliegenden Daten nicht aus. 
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Zur Kenntnis der Beschaffenheit des Harns von Kälbern 
in den ersten Lebenstagen. 


Von 
Leo Langstein und Carl Neuberg. 


(Aus dem Laboratorium der Kinderklinik und der chemischen Abteilung 
des pathologischen Instituts der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 26. April 1907.) 


Bei der Untersuchung des Harns eines Kalbes, das am 
Abend des ersten Lebenstages (um 7 Uhr) getötet wurde, nach- 
dem es um 12 Uhr mittags 500 g Colostrum getrunken hatte, 
erhoben wir folgenden Befund: 

22. November 1906. In der Harnblase sind 315 ccm dunkel- 
gefärbten, leicht getrübten Harns vom spezifischen Gewicht 1030. 

Proben auf Eiweiß positiv; es prävaliert ein durch Essigsäure 
fällbarer Eiweißkörper. Reduktion nach Fehling resp. Ny- 
lander stark positiv; bei der Osazonprobe mit Phenylhydrazin 
und Essigsäure erstarrt die untersuchte Harnmenge zu einem 
Kristallbrei. Der Harn dreht die Ebene des polarisierten Lichts 
nach links in einer Stärke, die einer 1,9—2 prozentigen Zucker- 
lösung entspricht. 

Gärung mit Hefe positiv; fast die gesamte Zuckermenge 
vergärt in wenigen Stunden. 

Nach dem Ergebnis dieser Proben war kein Zweifel, daß 
linksdrehender Zucker sich im Harn gelöst fand. Da die Probe 
nach Seliwanoff stark positiv ausfiel und der Zucker auch mit 
Methylphenylhydrazin in typischer, beweisender Art reagierte, 
war das Kohlehydrat als Lävulose einwandsfrei identifiziert. 
Allerdings war in geringer Menge noch ein zweites Kohlehydrat 
vorhanden, das als Osazon durch folgendes Verfahren none 
und identifiziert wurde. 
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200 cem Harn wurden mit 15 ccm Phenylhydrazin und 
20 ccm Essigsäure von 50%, zwei Stunden im Wasserbade erhitzt; 
nach dieser Zeit wurde von dem ausgefallenen Osazon noch heiß 
abfiltriert. In der Kälte schied sich bis zum nächsten Tage eine 
neue Ösazonmenge ab. Diese Verbindung wurde abgesaugt und 
mit 250 ccm Wasser !/, Stunde gekocht; nach Filtration vom 
Ungelösten schied sich in der Kälte abermals eine Phenylhydrazin- 
verbindung aus, die noch einmal derselben Behandlung unter- 
worfen wurde. Es resultierten 0,398 g eines schön hellgelben 
Osazons vom Schmelzpunkt 192—193°. 0,2 g desselben zeigten 
im Pyridin-Alkoholgemisch nach Neuberg!) keine Drehung, 
und der Stickstoffgehalt der Verbindung betrug 10,94%, (be- 
rechnet für Disacharidhexosazon Cə4H320,N4 : N = 10,70%, , wäh- 
rend Monosacharidosazone 15,65%, N enthalten). Durch diese 
Daten ist die Substanz als Osazon des Milchzuckers charak- 
terisiert. 

Neben Lävulose, aus der die Hauptmenge des Zuckers 
bestand, war also auch Lactose in geringer Menge vorhanden. 

Noch eines dritten Befundes sei gleich Erwähnung getan, 
durch den sich der untersuchte Harn auszeichnete. Wir haben 
anfänglich bereits mitgeteilt, daß der der Blase entnommene 
Harn getrübt war. Die Trübung nahm im Laufe der Zeit beim 
Stehen in der Kälte beträchtlich zu und war, wie bereits das 
makroskopische Bild lehrte, auf eine Kristallisation langer glänzen- 
der Nadeln zurückzuführen; nach viertägigem Stehen wurden die 
Kristalle auf einem Filter gesammelt, mit Eiswasser ausgewaschen 
und im Vakuum getrocknet; ihre Menge betrug 0,72 g. Durch 
Einengen der Mutterlauge wurden noch 0,31 g erhalten?). 

Die Kristalle bestanden aus organischer Materie und ließen 
sich nach Reaktionen und Analyse einwandsfrei als Allantoin 
identifizieren. 

Nach vorheriger Bräunung bei 220° schmolzen sie bei 230°, 
waren durch Mercurinitrat sowie salpetersaures Silber + NH, 
fällbar. 


1) Ber. d deutsch. chem. Ges. 32, 3384, 1899. 

2) Der Allantoingehalt ist. ziemlich beträchtlich; aus einem Liter Kuh- 
harn erhielt E. Salkowski (Zeitschr. f. physiol. Chem. 42, 219, 1904) 
0,775 g, eine Quantität, die auch bei anderen Versuchen im hiesigen 
Laboratorium ungefähr gefunden ist. 
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Die reine, getrocknete Verbindung enthielt 35,72% N, 
während die Formel des Allantoins, C,H,N,O,, 35,44% N er- 
fordert. 

Der auffallende Befund nicht unbeträchtlicher Mengen 
Lävulose im Harn neugeborener Kälber war von großem Interesse 
und erforderte in verschiedener Richtung klärende Beleuchtung. 
Zunächst galt es festzustellen, ob er als physiologische Tat- 
sache oder nur als außergewöhnliches abnormes Vorkommnis zu 
betrachten sei. Diese Feststellung begegnete erheblichen Schwierig- 
keiten, da wir aus äußeren Gründen nicht eine große Anzahl neu- 
geborener Kälber zu diesem Zwecke töten konnten, sondern 
darauf angewiesen waren, Harnportionen von neugeborenen 
Kälbern zu sammeln. Es gelang uns dies durch das Entgegen- 
kommen von seiten des Rektors der tierärztlichen Hochschule 
Herrn Geh.-Rat Eggeling, der einen Diener mit dieser Aufgabe 
betraute. 

Die Sammlung des Harns durch Vorbinden eines Rezi- 
pienten zu bewerkstelligen, war jedoch leider nicht möglich; 
der Diener mußte vielmehr auf die Harnentleerung der Kälber 
warten und durch Vorhalten eines Gefäßes versuchen, soviel als 
angängig aufzufangen. Da keiner von uns die Möglichkeit hatte, 
bei dieser zeitraubenden Prozedur anwesend zu sein, so ist natürlich 
auch nicht möglich zu sagen, ob wirklich immer der im Extra- 
uterinleben zuerst gelassene Harn zur Untersuchung gelangte. 
Nach unseren Erfahrungen ist dies aber zur Klärung der Laevulos- 
urie neugeborener Kälber durchaus nötig, wie aus den im folgenden 
mitgeteilten, bis jetzt nur spärlichen Untersuchungen erhellen wird. 

Die zweite Untersuchung konnten wir an einem am 26. Januar 
geborenen, nach den uns gemachten Angaben über die Zeit 
getragenen Kalbe vornehmen, von dem uns an drei aufeinander- 
folgenden Tagen der Diener Harn brachte. Sämtliche Proben 
waren von strohgelber Farbe, klar, zeigten keine Kristallisation 
von Allantoin, hingegen reichlichen Eiweißgehalt mit Prävalenz 
eines durch Essigsäure fällbaren Proteinkörpers. Die Seliwanoff- 
sche Probe war im Harn des ersten Tages angedeutet, sichere 
Ösazonbildung war mit keiner einzigen Probe zu erzielen. 

Die dritte Untersuchung betraf den Harn eines Kalbes, 
das am 2. Februar um 12 Uhr mittags geboren wurde, nachdem 
es über die Zeit getragen worden war. Die erste Urinprobe, die 
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aufgefangen werden konnte, war in der Zeit von 12—6 Uhr ent- 
leert worden und betrug 60 ccm. Sie war von gelblicher Farbe 
mit einem Stich ins Bräunliche, trübe und stark eiweißhaltig. 
Allantoin kristallisierte reichlich aus. 

Nach Enteiweißung (vollständig war dieselbe nicht möglich) 
entsprach die vorhandene Linksdrehung ungefähr einem Zucker- 
gehalt von 2%. 

Der Zucker war vergärbar und gab die Probe nach Seli- 
wanoff. Bei Erwärmung einer Harnprobe im Reagensglas mit 
Phenylhydrazin und Essigsäure erstarrte dieselbe in kürzester 
Zeit zu einem Kristallbrei typischen Osazons. Ob neben Lävulose 
noch eine andere Zuckerart vorhanden war, wurde nicht unter- 
sucht. 

Am nächsten Tage wurden uns vom gleichen Kalbe 200 ccm 
Harn gebracht, der keine freiwillige Kristallisation von Allantoin 
mehr zeigte, sondern auch bei längerem Stehen von durchsichtiger 
gelber Farbe blieb. Der Eiweißgehalt war bedeutend reichlicher 
als in der ersten Probe. Auch in dieser Harnportion ließ sich 
Lävulose einwandsfrei nachweisen, wenn auch in geringerer 
Menge als in der erst untersuchten. 

In der Harnprobe des dritten Tages waren nur mehr Spuren 
von Eiweiß, die Seliwanoffsche Probe fiel nur schwach, jedoch 
deutlich positiv aus; die Menge des darstellbaren Osazons war 
äußerst gering, bedeckte nur die Kuppe des Reagensglases. 

Die vierte Untersuchung betraf den Harn eines Kalbes, das 
am 7. Februar 1907 um 1/,9 Uhr abends geboren war. Er stammte 
von der Nacht zum 8. Februar, wurde in einer Menge von 300 ccm 
erhalten; er war trübe, sein spezifisches Gewicht betrug 1020. 
Farbe dunkelgelb, reichliche Kristallisation von Allantoin. Starker 
Eiweißgehalt, Seliwanoffsche Probe positiv, Osazon in großen 
Mengen darstellbar. 

400 ccm Harn vom nächsten Tage enthielten, nach der Stärke 
der Seliwanoffschen Reaktion beurteilt, nur mehr sehr geringe 
Mengen von Lävulose. 

Die fünfte Untersuchung, am Harn (300 ccm) eines Kalbes 
vorgenommen, das am 23. Februar geboren worden war, ergab 
kein deutlich positives Resultat in bezug auf die Anwesenheit 
von Lävulose, ebensowenig die Untersuchung des Harns eines 
Kalbes vom ersten Tage, das am 24. März geboren worden war. 
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In den beiden letzteren Harnportionen war zwar reichlich 
Eiweiß vorhanden, jedoch erfolgte keine spontane Kristallisation 
von Allantoin. 

Erwähnt sei noch von den früheren Untersuchungen des 
einen von uns an Kälbern, daß in Harnportionen, die nach der 
ersten Lebenswoche entleert wurden, niemals Zucker gefunden war. 

Aus vorstehend mitgeteilten Untersuchungen geht hervor, 
daß beim Kalb sicherlich in einem nicht geringen Prozentsatz 
von Fällen am ersten Lebenstage — zumindest in der ersten 
Harnportion — beträchtliche Mengen von Lävulose ausgeschieden 
werden können. 

Zur Entscheidung, ob wir es hier mit einer physiologischen 
Lävulosurie zu tun haben, genügt weder die Anzahl der 
untersuchten Fälle noch auch die zur Anwendung gelangte Me- 
thodik der Harnauffangung. Daß die Kälber, welche das Phä- 
nomen der Lävulosurie zeigten, sich von den anderen, an denen 
wir es nicht beobachten konnten, in besonderer Weise unterschieden, 
war nicht festzustellen. Es handelte sich nicht etwa um früh- 
geborene Kälber, denn eines von ihnen, das die stärkste der 
beobachteten Lävulosurien darbot, war über die Zeit getragen 
worden. Wir sind eher geneigt, zu glauben, daß die Lävulosurie 
mit der ersten oder den ersten Harnportionen eine physiologische 
Erscheinung sei, als das Phänomen unter die abnormen zu rechnen. 
Denn wie wir an dem geschlachteten Tier beobachteten, das zur 
Auffindung der interessanten Tatsache Gelegenheit bot, zeigte 
der erste Harn eine charakteristische Farbe und Trübung durch 
reichlichen Gehalt an schwerlöslichem Allantoin. Harne, die 
nun in ihrem Aussehen mit diesem übereinstimmten, boten wie 
dieser das Phänomen der Anwesenheit von Lävulose. Die Harn- 
portionen hingegen, in denen dieser Zucker nicht oder nur in 
Spuren anwesend war, unterschieden sich durch ihre lichte Farbe 
und mangelnde Trübung, so daß nicht ausgeschlossen war, daß 
die Harnmenge einer späteren Lebenszeit entstammte, als uns 
angegeben wurde. Wir kommen übrigens auf die Diskussion 
darüber, wie lange der Harn lävulosehaltig gefunden werden 
kann, noch anläßlich der Besprechung der Theorien über die 
Entstehung der beobachteten Erscheinung zurück. 

Die Deutung desselben wird dem Verständnis näher gerückt 
durch die bedeutsamen Untersuchungen von A. Gürber und 
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D. Grünbaum!?), die die Anwesenheit von Lävulose in Allantois- 
und Amniosflüssigkeit trächtiger Kühe, Ziegen und Schweine 
feststellten. Allerdings hatte schon vorher Stas Zuckergehalt 
im Fruchtwasser der Haussäugetiere beobachtet, aber ebenso 
wie Claude Bernard geglaubt, daß Glucose vorliege. Erst 
Gürber und Grünbaum gelang es zu zeigen, daß die Haupt- 
menge aus Lävulose bestand und daneben Glucose nur in sehr 
geringer Menge vorhanden sei. 

Keiner vermag bisher zu erklären, wieso Lävulose sich in 
relativ reichlicher Menge in der Allantois- resp. Amniosflüssigkeit 
findet, ob der Stoffwechsel des Muttertieres oder des Foetus 
für dieses Phänomen verantwortlich zu machen sei. 

Claude Bernard allerdings meinte, daß für das Erscheinen 
von Zucker im Fruchtwasser das Unvermögen der embryonalen 
Leber verantwortlich zu machen sei, Zucker in Glykogen um- 
zuwandeln. Doch haben die Beobachtungen, auf die sich diese 
Vermutung stützte, keine Bestätigung erhalten. Die Theorie 
trägt vor allem nicht dem Umstande Rechnung, daß das vor- 
handene Kohlehydrat nicht Traubenzucker, sondern Frucht- 
zucker ist — eine Zuckerart also, deren Auftreten wir bisher 
nur unter pathologischen Verhältnissen kannten. 

Nur die von uns beabsichtigte gesonderte Untersuchung der 
Organe von Foetus und Muttertier wird in dieser so wichtigen 
Frage Klarheit schaffen. Die bisherige Untersuchung des Harns 
trächtiger Kühe resp. der Tiere unmittelbar post partum hat uns 
nicht weiter gebracht. Im Falle die Lävulose ein Stoffwechsel- 
produkt des Foetus ist, hätten wir in der extrauterinen, aller- 
dings in Kürze verschwindenden Lävulosurie den Ausdruck 
einer Persistenz des uterinen Stoffwechsels zu sehen; im Falle 
ihr Erscheinen im Fruchtwasser mit dem Stoffwechsel des 
Muttertieres zusammenhängt, könnte der Zucker durch Ver- 
schlucken des Fruchtwassers in den Organismus des Kalbes 
gelangt sein! Für die Ausscheidung wäre dann noch eine 
besondere Schwerverbrennlichkeit der Lävulose zu supponieren 
— eine Analogie hätte dieses Verhalten des Kalbes mit dem 
von Keller festgestellten der Säuglinge, für welche die Lävulose 


1) Münchener med. Wochenschr. 1904, Nr. 9; Centralbl. f. Physiologie 
19, 315, 1905. 
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die schwerstverbrennliche Zuckerart zu sein scheint. Je nach 
per Menge des geschluckten Fruchtwassers und der Schnellig- 
keit des Stoffwechsels des Kalbes würde dann die extrauterin 
zur Beobachtung gelangende Lävulosurie verschieden lange 
dauern, was die Differenz unserer Versuchsergebnisse erklären 
könnte. Nur nebenbei sei bemerkt, daß es natürlich nicht 
auszuschließen ist, daß die Lävulose aus dem Kalbe ins Frucht- 
wasser übertritt, daß dieses Phänomen an einem bestimmten Zeit- 
punkt sistiert, daß dann die Lävulose in den Organismus jedoch 
durch Verschlucken wieder aufgenommen und von ihm sekundär 
ausgeschieden wird. So würde auch die Tatsache, daß die 
Lävulosurie nun eine Folge des Schluckens von Fruchtwasser ist, 
noch nicht beweisen, daß der Zucker nicht doch in letzter Linie 
aus dem Stoffwechsel des Foetus stammt. 

Nur noch wenige Worte über die unzweifelhafte Anwesenheit 
von Lactose im erstuntersuchten Falle und das reichliche Auf- 
treten von Allantoin. 

Die Anwesenheit von Milchzucker dürfte wohl nicht dieselbe 
Bedeutung haben wie ihr von Langstein und Steinitz fest- 
gestelltes Auftreten bei Ernährungsstörungen; ihre Genese ist 
dunkel, wenn wir nicht etwa eine partielle Insuffizienz der Lactase- 
wirkung im Darm des neugeborenen Kalbes verantwortlich 
machen wollen; dies zu behaupten, wäre auf Grund des ver- 
einzelten Befundes verfrüht. 

Bemerkenswert bleibt das reichliche Auftreten von Lävulose 
in jenen Fällen, in denen große Mengen Allantoin zur Ausscheidung 
gelangen. Auch mit der Bedeutung dieser Koinzidenz werden sich 
weitere Versuche zu befassen haben. 


Über die tryptische Verdauung des Eialbumins. 


Von 
P. A. Levene und W. A. Beatty. 


(Von dem Rockefeller Institute for medical Research, N. Y.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1907.) 


Die Wirkung verschiedener Protease auf Eiweißkörper war 
in den letzten Jahren der Gegenstand mehrerer Untersuchungen, 
doch sind die Resultate, die gegenwärtig erhalten sind, sehr 
gering im Vergleich zu dem, was aus diesem Studium für die 
Chemie der Proteine, für die Aufklärung der biologischen Rolle 
dieser Fragmente und für die Aufklärung der Rolle verschiedener 
Proteasen im Organismus zu erwarten ist. Die wichtigste Auf- 
gabe unserer Zeit ist unzweifelhaft die Analyse der komplizierteren 
Fragmente des Moleküls. Ihre Bedeutung für die Proteinchemie 
ist durch die genialen Arbeiten von E. Fischer klargestellt, 
und über die physiologische Rolle dieser Körper kann man aus 
dem Vergleiche des Nährwertes der Produkte, welche durch 
fermentative und durch Säurespaltung der Proteine erhalten 
sind, schließen. 

Bei der tryptischen Verdauung der Gelatine!) ist es einem 
von uns gelungen, das erste kristallinische Peptid auf analytischem 
Wege darzustellen. Man dürfte erwarten, daß ähnliche Körper 
auch bei der Verdauung anderer Proteine entstehen würden. 
Auch die Auffindung der Ordnung, in welcher die verschiedenen 
Komponenten des Moleküls abgespalten werden, ist von großem 
theoretischen Interesse. 

Die vorliegende Arbeit wurde mit der Absicht gemacht, die 
tryptische Verdauung des Eialbumins von diesen Ausgangspunkten 
zu untersuchen. Dieses Protein war gewählt, weil es durch die 

1) Journ. of Exper. Med. 8, 180, 1906. 
Biochemische Zeitschrift Band IV. 21 
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Erfahrung von Stookey?) und einem von uns, von Vernon?) 
und von anderen bekannt geworden ist, daß es der Wirkung des 
Trypsins einen bedeutenden Widerstand entgegensetzt. Nun 
erwies sich aber der Widerstand viel größer als erwartet, und 
aus den kristallinischen Produkten konnte nur Leucin, Isoleucin 
und Tryptophan nachgewiesen werden. Außerdem ist ein Körper 
erhalten worden, der scheinbar zur Gruppe der Proteinochromo- 
gene gehört, aber kein Indolderivat ist, und schließlich ein biuret- 
freier Körper, welcher nach der Säurespaltung nur Lysin und 
Glycocol lieferte. 

l kg Protein wurde in 121 0,5proz. Natriumcarbonatlösung 
aufgelöst und mit 15,0 g Trypsinum purissimum Grübler vier 
Monate der Verdauung überlassen. Die Flüssigkeit reagierte 
nicht mehr alkalisch; sie wurde aufgekocht unter sorgfältiger 
Zugabe von Essigsäure. 

Der größte Teil des Eiweißkörpers schied sich als Coagulum 
aus. Das Filtrat wurde zu kleinem Volumen eingedampft. Es 
bildete sich dabei ein Niederschlag, der scheinbar aus Tyrosin 
und aus Rohleucin bestand. Das Filtrat von diesem wurde mit 
konzentrierter Phosphorwolframsäure (4 Teile Säure, 1 Teil 
Wasser) so lange behandelt, bis noch ein gummiartiger Nieder- 
schlag sich bildete. Das Filtrat von diesem wurde von Phosphor- 
wolframsäure befreit und nach Hopkins und Cole auf die An- 
wesenheit von Tryptophan untersucht. Das Filtrat vom Trypto- 
phanquecksilberniederschlage wurde von Quecksilber und von 
Schwefelsäure befreit und die Lösung mit Kupferoxyd gekocht. 
Die Kupfersalze wurden wie in der vorigen Analyse in drei Frak- 
tionen getrennt: eine in absolutem Alkohol löslich, eine in 75% 
Alkohol löslich und die dritte in Wasser löslich. Jeder von diesen 
Teilen wurde nach demselben Verfahren, wie in der vorigen 
Arbeit angegeben ist, ausgeführt, aber es gelang nicht, Prolin 
oder die anderen Aminosäuren zu erhalten. 


Die Leucinfraktion. 
Es wurde versucht, durch fraktionierte Kristallisation aus 
dieser Tyrosin zu gewinnen; dieses gelang aber nicht. Die Haupt- 
masse wurde dann mit Phosphorwolframsäure in 4 Teile frak- 


1) Journ. of Med. Research 10, 2, 1903. 
2) Journ. of Physiol. 31, 346, 1904. 
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tioniert, in der Hoffnung, auf diese Weise die eventuell vor- 
handenen Aminosäuren zu trennen. In allen Fällen waren aber 
die Eigenschaften des Leucins so überwiegend, daß es besser 
schien, sie zu vereinigen und nach dem oben angegebenen Ver- 
fahren mit Bleizuckerlösung und Ammoniak zu behandeln, in 
der Absicht, Leucin von Aminovaleriansäure zu trennen. Die 
Hauptmassen kamen aber in dem Bleiniederschlage nieder. Die 
Substanz, von Blei befreit, enthielt bald nach der ersten Kristal- 
lisation die folgende Zusammensetzung: 


0,1767 g der Substanz gaben bei Verbrennung 0,3572 CO, 
und 0,1578 g H,O. 


Für C,H, NO. 
Berechnet Gefunden 
C = 54,89% 55,13%, 
H = 10,01% 9,92% 


2 g der Substanz wurden dann zum Inaktivieren im Autoklav 
mit 30 g Wasser und 8 g Barythydrat 20 Stunden auf 175° C 
erhitzt. Die Lösung wurde dann von Barium befreit und mit 
Naphthalinisocyanat nach Neuberg und Manasse behandelt. 
Das gebildete Hydantoin besaß einen Schmelzpunkt von 179 
bis 180° C. 

Das Filtrat von Bleileucin wurde von Blei befreit, zur Trockne . 
eingedampft und der Rückstand aus 80%, Essigsäure zu kristal- 
lisieren versucht; es schied sich aber kein Niederschlag aus. 
Nach Zugabe eines gleichen Volumens von absolutem Alkohol 
bildete sich eine kleine Kristallisation, die aber nicht die Zu- 
sammensetzung einer reinen Aminovaleriansäure besaß. 


0,1690 g der Substanz gaben 0,3309 g CO, und 0,1324 g H,O. 
Für C,H,,NO;: 


Berechnet Gefunden 
C = 51,22% 53,50% 
H= 9,48% 8,75% 

Tryptophanfraktion. 


Aus dieser Fraktion ließ sich die reine Substanz in perlmutter- 
artig glänzenden Kristallen, mit allen Eigenschaften des Trypto- 


phans, darstellen. 
21* 
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Phosphorwolframsäure-Niederschlag. 

Diese Fraktion bestand hauptsächlich aus peptonartigen 
Substanzen, und bei der Untersuchung der Verdauungsprodukte 
der Gelatine gelang es, aus der ähnlichen Fraktion das Prolin- 
glycilpiperasid zu gewinnen. Es wurde versucht, auch aus dieser 
Fraktion ähnliche Substanzen zu gewinnen. Zu diesem Zwecke 
entfernte man die Phosphorwolframsäure und dampfte die Lösung 
so weit wie möglich ein. Der Rückstand wurde mit absolutem 
Alkohol ausgezogen; der Auszug zu einem ganz kleinen Volumen 
konzentriert und mit Aceton gefällt. Das Acetonfiltrat befreite 
man von Aceton, löste wieder in absolutem Alkohol und behandelte 
mit absolutem Äther. Beim Verdunsten der alkohol-ätherischen 
Extrakte, erhalten auf ähnliche Weise aus dem Verdauungs- 
produkte der Gelatine, erhielt man das Prolinglycll. In dem 
vorliegenden Versuche gelang es aber nicht, eine kristallinische 
Masse zu erhalten. Auch war diese Fraktion sowie der alkohol- 
ätherische Niederschlag nicht biuretfrei. Sie schmeckten aber 
stark bitter. Nun schien es nicht für unmöglich anzunehmen, 
daß die Peptide durch anwesende peptonartige Substanzen am 
Kristallisieren verhindert waren, und man mußte sich bemühen, 
die biuretgebenden Substanzen zu entfernen. Dieses gelang voll- 
kommen beim Anwenden von Bromwasser. (Letzteres ist kein 
allgemeines Fällungsmittel für alle peptonartigen Körper. Wir 
konnten uns wiederholt davon überzeugen, daß die Entfernung 
aller biuretgebenden Substanzen aus einem Verdauungsprodukte 
durch dieses Reagens unmöglich war.) Es bildete sich dabei ein 
schwarzer Niederschlag, der an das schwarze Proteinchromogen 
der älteren Forscher erinnerte. Es löste sich in schwachen Alkalien, 
um beim Neutralisieren wieder zu erscheinen, es löste sich auch 
in Alkohol und mit Amylalkohol kann er mit dunkelbrauner 
Farbe extrahiert werden. Zur Reinigung wurde die Substanz 
mit Amylalkohol extrahiert, bei vermindertem Drucke ver- 
dunstet und bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Die Sub- 
stanz enthielt keinen Schwefel, entwickelte bei der Verbrennung 
nicht den Geruch des Indols und Skatols, sondern einen solchen 
an Phenol erinnernden. Die Substanz hatte die folgende Zu- 
sammensetzung: 

0,2017 g der Substanz gaben 0,3134 g CO, und 0,0679 g H,O; 
C = 42,6%; H = 3,76%, 
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- 0,2000 g der Substanz beim Glühen mit Soda gaben AgBr 
= 0,1198; Br = 25,53%; Br = 
0,1740 g der Substanz gaben 14,8 ccm (über 50% KOH) N 
bei T° = 24°C und P = 760 mm; N = 9,81. 


Die Substanz bestand also wahrscheinlich aus einem ver- 
hältnismäßig einfachen Peptide mit basischen Eigenschaften. 
Der schwarze Bromkörper von 


Kurajeff!) Levene und Beatty 
C = 45,15 42,6 

H = 2,91 3,76 

N = 10,32 9,81 

Br = 27,23 25,53 

S = 0,90 d 


Lysin- Glycylpeptid. 

Das Filtrat vom schwarzen Niederschlage wurde, um das 
Brom zu entfernen, mit Chloroform extrahiert, die Lösung bei 
vermindertem Druck und bei etwa 60°C eingedampft. Die so 
erhaltene Lösung zeigte keine Spur von Biuret, sie wurde wieder 
mit einer Phosphorwolframsäurelösung gefällt und der Nieder- 
schlag auf übliche Weise mit Baryt von Phosphorwolframsäure 
befreit. Die Lösung hatte keine Neigung zum Kristallisieren, 
besaß basische Eigenschaften, schmeckte stark bitter; der erste 
Gedanke war, daß hier Hexonbasen vorlagen. Es wurden des- 
wegen Vorversuche mit Pikrinsäure und mit Pikrolinsäure ge- 
macht. Es gelang aber mit keinem von diesen Reagentien, einen 
Niederschlag auch nach längerem Stehen zu erhalten. Die Sub- 
stanz wurde dann wieder zur Trockne eingedampft, mit absolutem 
Alkohol aufgenommen und mit Aceton gefällt. Das Filtrat 
wurde von Aceton befreit und mit Alkohol und Äther extrahiert. 
Keine dieser drei Fraktionen zeigte Neigung zum Kristallisieren. 
Die letzte Fraktion wurde dann vom Alkoholäther befreit und 
im geschmolzenen Rohre 5 Stunden auf 125° C mit konzentrierter 
Salzsäure erhitzt. Die resultierende Flüssigkeit wurde von Salz- 
säure mittels Silbersulfat und dann quantitativ von Schwefelsäure 
befreit. Die Flüssigkeit bei vermindertem Drucke bis zur Trockne 
eingedampft. Der Rückstand löste sich vollkommen in absolutem 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 26, 508, 1899. 
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Alkohol, und diese Lösung gab einen Niederschlag mit alkoho- 
lischer Pikrolonsäurelösung. Das Filtrat hiervon wurde von Pikro- 
lonsäure befreit. In einem Vorversuche konnte man einen Nieder- 
schlag mit Pikrinsäure erhalten, als aber die Hauptlösung mit 
alkoholischer Pikrinsäure versetzt wurde, bildete sich, sogar nach 
längerem Stehen bei —1°C, kein Niederschlag. Der Alkohol 
wurde dann verdunstet und die zurückgebliebene sirupartige Masse 
mit Wasser aufgenommen. Es bildete sich sofort ein Nieder- 
schlag, welcher sich als alkohollöslich erwies. Er wurde auf 
Saugepumpen abfiltriert, tropfenweise mit Alkohol gewaschen 
und das rohe Präparat zur Stickstoffbestimmung gebraucht. 
Die Hauptmasse wurde darauf aus Wasser umkristallisiert. Es 
schieden sich dabei glänzende Platten aus. 
Die Analyse des Pikrolonates ergab die folgenden Zahlen: 


0,1633 g gaben 29,0 ccm Stickstoff (über 50% KOH) bei 
T = 21,5°C und P = 752. 
0,1767 g gaben 0,3048 g CO, und 0,0838 g H,O. 


Für CH, NA Chef AN A 


Berechnet Gefunden 
C = 46,88%, 47,04% 
H = 5,36% 5,27% 
N = 20,49 20,39% 


Es lag also ohne Zweifel Lysinpikrolonat vor. Das aus dem 
Filtrate dargestellte Pikrat besaß die folgende Zusammensetzung: 

0,16% g der Substanz gaben 0,1972 g CO, und 0,0369 g H,O. 

0,1701 g der Substanz gaben 27,3 cem Stickstoff (über 50%, 
KOH) bei T = 18,0°C und bei P = 760 mm. 


Für C,H,NO,-C,H,(NO,),OR: 


Berechnet Gefunden 
C = 31,58%, 31,80% 
H= 2,63% 2,39%, 
N = 18,42%, 18,32% 


Die Resultate der Hydrolyse waren sehr unerwartet und 
berechtigten die Annahme, daß ein Lysinglycyl vorlag. Wie 
bekannt, sind die von Fischer und Suzuky dargestellten 
Peptide der Hexonbasen nicht in kristallinischer Form erhalten 
worden. 


Über die Analyse der Spaltungsprodukte des 
Eialbumins. 


Von 
P. A. Levene und W. A. Beatty. 


(Aus dem Rockefeller Institute for medical Research, N. Y.) 


(Eingegangen am 1. Mas 1907.) 


Es wurde schon in einer früheren Mitteilung erwähnt, daß 
es für das Studium des Verdauungsprozesses des Proteins wichtig 
ist, ein Verfahren auszuarbeiten, welches die Analyse ohne An- 
wendung der Fischerschen Estermethode ermöglichte. In der 
erwähnten Mitteilung wurde es über die Analyse der Spaltungs- 
produkte der Gelatine berichtet!), nur unterscheidet sich dieser 
Körper in seiner Zusammensetzung von anderen Proteinen so 
bedeutend, daß man es nicht erwarten konnte, daß ein Verfahren, 
welches die Ausführung der Analyse in diesem Falle ermöglichte, 
auch für andere Proteine brauchbar sein würde. Es wurde des- 
halb versucht, die Analyse der Spaltungsprodukte des Eialbumins 
durchzuführen. Ganz unerwartet stieß man auf große Schwierig- 
keiten bei dem Versuche, reines Leucin und reines Tyrosin dar- 
zustellen. Diese Schwierigkeiten wurden aber nach einigen Be- 
mühungen überwunden. Das Verfahren beruhte auf den folgenden 
Eigenschaften der einzelnen Aminosäuren. 

Glutaminsäure wurde isoliert nach der Methode von Halsee- 
witz und Habermann, welche jüngst wieder von Osborne 
und Gilbert!) in Gebrauch genommen. Analysenreines Tyrosin 
wurde durch Fällung mittels Bleizuckerlösung hergestellt. Aus 
der Mischung von Leucin und Aminovaleriansäure wurde die 
erste durch Fällung mittels Bleizucker und Ammoniak ermöglicht 


1) Amer. Journ. of Physiol. 15, 333, 1906. 
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und die letztere durch Kristallisieren aus 75%, Essigsäure. Das 
Phenylalanin wurde als Phosphorwolframat getrennt, das Prolin 
erhielt man als alkohollösliches Kupfersalz. Oxyprolin gelang 
es nicht zu gewinnen nach dem Verfahren, wie es bei der Unter- 
suchung der Gelatine ausgeführt wurde, — man erhielt dabei 
eine Substanz, die scheinbar nicht ganz reines Serin war. Glykokoll 
und Alanin wurden als Phosphorwolframate gefällt und von- 
einander durch alkoholische Pikrinsäurelösung getrennt. Die 
Asparaginsäurefraktion wurde durch Unfall verloren, nach- 
dem die Anwesenheit der Substanz in der betreffenden Frak- 
tion erwiesen worden war. Die Einzelheiten des Verfahrens 
folgen: 

400 g trockenes Eialbumin kamen zur Analyse. Sie wurden 
mit 1500 ccm konzentrierter Salzsäure 5 Stunden lang mit Rück- 
flußkühler erhitzt, die Lösung dann bis etwa auf 200 ccm ein- 
gedampft und in einem Refriegerator bei —1° C mehrere Tage 
lang stehen gelassen. Die salzsaure Glutaminsäure wurde durch 
Saugepumpen abfiltriert, dann in Wasser aufgelöst, mit Barium- 
carbonat alkalisch gemacht und erhitzt, um den vorhandenen 
Ammoniak zu verjagen. Das Barium wurde dann quantitativ 
entfernt, die Lösung eingedampft, mit Tierkohle entfärbt und 
zum Kristallisieren stehen gelassen. Ein Teil des Hydrochlorates 
der Glutaminsäure wurde in die freie Säure übergeführt und 
analysiert. Die Ausbeute betrug 45,0 g. 

Die Analyse des im Xylolbad getrockneten Präparates ergab 
die folgenden Zahlen: 


0,1352 g der Substanz gaben 0,1985 g CO, und 0,0147 g H,O 
für C,H,N,0, 


Berechnet Gefunden 
C = 40,81% 40,95% 
H= 6,12% 6,14%, 


Das Filtrat von Glutaminsäure wurde mit Wasser bis auf 81 
verdünnt und mit einer 10 prozentigen Lösung von Phosphor- 
wolframsäure so lange behandelt, bis noch ein Niederschlag, der 
aus den Hexonbasen bestand, sich bildete. Das Filtrat wurde 
auf übliche Weise von Phosphorwolframsäure und von Salzsäure 
befreit und zur Ausscheidung des Tyrosins, Leucins, Phenyl- 
amins und der Aminovaleriansäure eingedampft. Es ist kaum 
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möglich, durch irgend welche Methode diese Säuren quanti- 
tativ voneinander zu trennen. Die Angaben über die Ausbeuten 
an einzelnen Substanzen müssen deshalb nur als annähernd 
richtige betrachtet werden. Die Ausbeute der vier Säuren be- 
trug 80 g. 

Diese Menge wurde wieder durch ihre Löslichkeit in Wasser 
in drei Fraktionen getrennt. Die erste, die zur Darstellung des 
reinen Tyrosins bestimmt wurde, betrug 6 g. Eine mittlere 
Fraktion, zur Darstellung des Leucins und Aminovaleriansäure, 
betrug 35 g, und die dritte, aus welcher Phenylalanin isoliert 
wurde, enthielt 40 g. 

Zur Gewinnung des reinen Tyrosins wurde die Fraktion in 
heißem Wasser aufgelöst und heiß mit Bleizucker gefällt und 
bald filtriert. Der Niederschlag durch Schwefelwasserstoff zer- 
setzt, das Tyrosin kristallisieren gelassen. Man erhält ein Prä- 
parat, welches olıne Umkristallisieren die theoretische Zusammen- 
setzung des Tyrosins besitzt. 

0,1648 g der Substanz gaben 0,3588 g CO, und 0,0943 g H,O 
für C,H, NO, 


Berechnet Gefunden 
C = 59,62%, 59,51% | 
H = 6,13% 6,35% 


Die mittlere Fraktion wurde in möglichst wenig heißem 
Wasser gelöst, mit 20%, Bleizuckerlösung behandelt, wobei eine 
opalisierende Lösung entsteht, zu dieser wird Ammoniak so lange 
zugegeben, bis noch ein Niederschlag entsteht, die Mischung zum 
Kochen erhitzt und filtriert. Der Niederschlag, von Blei befreit, 
bildet analysenreines Leucin. 

0,1732 g des im Toluolbad getrockneten Präparates gaben 
0,3501 g CO, und 0,1556 g H,O für C,H,;NO,. 


Berechnet Gefunden 


C = 54,89% 55,12% 
H = 10,01%, 9,9% 


Die Substanz enthielt noch scheinbar auch Isoleucin. 

Das Filtrat von Bleileucin wurde vom Blei befreit, die Lösung 
zum Kristallisieren überlassen; die wenig lösliche Fraktion ent- 
fernt und der Rest zur Trockne eingedampft. Diese Substanz 
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wurde dann aus 80%, Essigsäure umkristallisiert. Es entstand 
dabei eine Substanz, die die Zusammensetzung der Amino- 
valeriansäure besaß. 

0,1500 g der Substanz, im Toluolbad getrocknet, gaben 
0,2828 g CO, und 0,1266 g H,O. 


Für C,H,,NO, 
Berechnet Gefunden 
C = 51,22%, 51,6% 
= 9,48% 9,38% 


1 g der Substanz wurde in 20 cem Wasser aufgelöst und mit 
5g umkristallisiertem Bariumhydrat für 20 Stunden im Autoklav 
bei 175° erhitzt. 

Die Lösung wurde von Barium befreit und nach Neuberg 
und Manasse!) mit a-Naphthylisocyanat behandelt. Es ent- 
stand dabei ein Produkt, welches nach mehrmaligem Umkristal- 
lisieren aus verdünntem Alkohol bei 169—170° schmolz. (Leucin 
gibt nach Neuberg und Manasse ein Hydantoin mit S. P. = 167 
und Aminovaleriansäure nach Osborne und Clapp eines mit 
S. P. = 181° C. Dagegen ist es uns gelungen, eine a-Naphthyl- 
hydantoinsäure mit S. P. = 179—180° aus inaktivem Leucin zu 
erhalten.) 

Die dritte Fraktion wurde in möglichst wenig 5%, Schwefel- 
säure aufgelöst und mit einer konzentrierten Lösung von Phosphor- 
wolframsäure (4 Teile Säure auf 1 Teil Wasser) präzipitiert. 
Es bildete sich zuerst ein ölartiger Niederschlag; das Reagens 
wurde so lange zugeführt, bis sich das Öl wieder auflöste; die 
Lösung wurde dann im Eisschrank stehen gelassen; es bildete 
sich dann ein Niederschlag, der aus rohem Phenylamin bestand. 
Die Ausbeute betrug 8 g. Die Substanz hatte 62,6%, C und 
6,4% H. 

Zur Reinigung wurde sie wieder in 5% Schwefelsäure auf- 
gelöst und wieder mit Phosphorwolframsäure behandelt, dabei 
entstand das typische Phosphorwolframat des Phenylamin, wie 
es von Schulze und Winterstein beschrieben war. 

Dieses Phosphorwolframat wurde wieder in die freie Substanz 
auf übliche Weise umgewandelt und analysiert. 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 38, 2359, 1905. 
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0,1075 g der Substanz gaben 0,2578 g CO, und 0,0639 g H,O. 
Für C,H, NO, 


Berechnet Gefunden 
C = 65,40% 65,32%, 
H= 6,73% 6,60%, 


Das Filtrat der Tyrosin-Leucinfraktion wurde für die Analyse 
der anderen Aminosäuren verbraucht. Zu diesem Zwecke wurde 
die Substanz in viel Wasser aufgelöst und mit einem möglichst 
kleinen Überschuß von Kupferoxyd gekocht. 

Das Filtrat von diesem bei vermindertem Druck eingedampft 
und dann in drei Fraktionen getrennt. 

Erste löslich in absolutem Alkohol, zweite löslich in 75% 
Alkohol und dritte unlöslich in letztem Reagens. 

Die erste Fraktion wurde auf Prolin verarbeitet, die zweite 
auf Oxysäuren und die dritte auf Glykokoll, Alanin und Asparagin- 

Zum Erhalten des Prolins entfernte man aus der ersten 
Fraktion das Kupfer, konzentrierte dann die erhaltene Lösung 
auf ein möglichst kleines Volumen, bestimmte den Gehalt an 
Stickstoff und racemisiert durch Erhitzen im Autoklav mit der 
berechneten Menge von Bariumhydrat. Die Lösung wurde dann 
zur Trockne eingedampft und wieder mit absolutem Alkohol 
extrahiert. Dieser Auszug wurde dann verbraucht zur Dar- 
stellung des Kupfersalzes des inaktiven Prolins. Die Ausbeute 
betrug 1,60 g. 

0,7876 g der Substanz gaben 0,0086 g H,O. 

Für (C,H,NO,),CuH,O 


Berechnet Gefunden 
H,O = 10,0% 10,93% 


Aus der Fraktion der Kupfersalze, löslich in 75% Alkohol, 
wurde bei der Zersetzung der Gelatine das Oxyprolin erhalten. 
Auf ähnliche Weise behandelt, gab aber diese Fraktion bei Ei- 
albumin kein Oxyprolin, sondern eine Substanz, die scheinbar 
aus unreinem Serin bestand. 

0,1777 g der Substanz gaben 0,2418 g CO, und 0,1066 g H,O. 
Für C,H,NO, 
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Berechnet Gefunden 
C = 34,28% 36,5% 
H = 6,66% 6,66% 


Die dritte Fraktion der Kupfersalze wurde von Kupfer be- 
freit, in möglichst wenig 5 prozentiger Schwefelsäure gelöst und 
mit großem Überschuß von Phosphorwolframsäure (4 Teile Säure 
in 1 Teil Wasser) behandelt. Die Lösung wurde im Eisschranke 
bei —1° C stehen gelassen und von dem sich gebildeten Nieder- 
schlage befreit. Dieser wurde von der Phosphorwolframsäure 
befreit und bestand nun aus 10,0 g Glykokoll und Alanin. Die 
Substanz wurde in möglichst wenig Wasser gelöst und mit alkoho- 
lischer Pikrinsäure behandelt und über Nacht im Eisschranke 
bei —1° C stehen gelassen. Das Glykokolpikrat wurde aus mög- 
lichst wenig Wasser umkristallisiert und analysiert. 

0,1200 g der Substanz gaben 19,5 cem Stickstoff (über 50% 


KOH) bei = 23,5°C und p = 760 
Für C,H ,NO,C,H,(NO,),OH 
Berechnet . Gefunden 
N = 18,35%, 18,20% 


Das Filtrat von Glykokollpikrat wurde von Pikrinsäure 
mittels Schwefelsäure und Äther befreit, die Schwefelsäure wurde 
dann entfernt und die Lösung dann zu einem kleinen Volumen 
eingedampft und mit Alkohol und Äther versetzt. Es bildete 
sich ein Niederschlag, der aus reinem Alanin bestand. 

0,1539 g der Substanz gaben bei der Verbrennung 0,2274 CO, 
und 0,1070 H,O. 


Für C,H,NO, 
Berechnet Gefunden 
C = 40,40% 40,29%, 
H= 7,93% 1,12% 


Das Filtrat von Glykokoll und Alanin sollte auf Asparagin- 
säure und auch möglicherweise auf andere Säuren untersucht 
werden. Nach der Entfernung der Phosphorwolframsäure wurde 
eine Probe mit essigsaurem Kupfer gemacht. Beim Eindampfen 
bildete sich ein Niederschlag, der wohl aus Asparaginsäure bestand, 
leider aber ging die Hauptlösung verloren. 


Über die Analyse der Spaltungsprodukte des Eialbumins. 311 


Auf 100 g berechnet und mit dem Resultat von 
erhalten, verglichen, bekommt man die folgenden Zahlen: 


Glykokoll . NN e e 

Alanin `... | 20g 
Aminovaleriansäure . . . .... 

Leucin. ae 22 2.0 2 erer l UNE 
Asparaginsäure . . . . 2 2... ? 
Glutaminsäure . . . . . 2.2.2. 8,75 g 
a-Prolin, inaktives . . ..... 0,5 g 
Tyrosin... . u: 44 ur, 1,25%, 


In manchen Verhältnissen weichen die Zahlen von den von 
Abderhalden und Pregl!) erhaltenen ziemlich viel ab, doch 
kann das auch dadurch verursacht werden, daß wir nicht mit 
der kristallinischen Substanz arbeiteten. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 46, 24, 1905. 


Über die Hydrolyse der Proteine mittels verdünnter 
Schwefelsäure. 


Von 
P. A. Levene und C. L. Alsberg. 


(Aus dem Rockefeller Institute for medical Research, N. Y. 
Von dem Biochemical Department of Harvard University, Boston.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1907.) 


Die älteren Beobachtungen über die išinwirkung verdünnter 
Mineralsäuren auf Proteine haben nicht viel zur Kenntnis dieser 
Körper beigetragen. Die erste eingehende Arbeit auf diesem Ge- 
biete wurde von F. Goldschmidt!) ausgeführt. Darauf folgten 
die Untersuchungen von Lawrow?) und seinen Mitarbeitern. 
Alle diese Arbeiten waren qualitativer Natur. Es handelte sich 
immer Jarum, die Eigenschaften der dabei entstehenden Körper 
zu untersuchen oder den Umfang der Veränderung, die dadurch 
im Proteinmolekül verursacht war, aufzuklären. 

Die vorliegenden Untersuchungen beruhen auf ganz anderen 
Betrachtungen. Es ist durch die Arbeiten von Fischer und 
seinen Mitarbeitern schon jetzt bis zu einem gewissen Grade 
aufgeklärt worden, daß die Struktur der Peptide einen Eänfluß 
auf die Resistenz dieser Körper gegen hydrolysierende Agentien 
ausübt. Diese Beobachtung macht es nötig, bei dem Studium 
der Eigenschaften einzelner Proteine oder Gruppen von Proteinen, 
wie auch Verdauungsprodukte der Proteine (Proteose, Peptone), 
auch den Widerstand dieser Körper gegen die proteolytische 
Wirkung von Mineralsäuren oder Fermenten zu untersuchen. 
Die Untersuchung schien uns dringend zu sein auch wegen einiger 
biologisch wichtiger Fragen. Es ist nämlich noch nicht aufgeklärt 
worden, inwieweit die Verdaulichkeit eines Proteins mit ihrem 
physiologischen Nährwert in Verbindung steht. Wie bekannt, 


1) Inaug.-Diss. Straßburg 1898. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chemie 43, 447, 1905. 
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ist die ziemlich gut verdauliche Gelatine ein unbefriedigendes 
Nahrungsmittel, während Eialbumen viel schwerer verdaulich 
ist, aber einen viel besseren Nährwert besitzt. Um diese Punkte 
aufzuklären, muß man erst die Verdaulichkeit einzelner Proteine 
klarstellen. 

Die Untersuchung hat auch einen anderen Zweck. Seit 
längerer Zeit ist einer von uns mit der Zusammensetzung der 
Verdauungsprodukte des Proteins beschäftigt, und nun kam es 
darauf an, die Bedingungen auszufinden, welche zum Gewinnen 
einzelner Proteosen oder Peptone am günstigsten sind. In der 
vorliegenden Mitteilung sollen nur die Ergebnisse der Spaltungs- 
versuche von drei Proteinen berichtet werden: nämlich der 
Gelatine, des Caseins und des Edestins. 

Die Hydrolyse wurde ausgeführt im Autoklav mit Wasser 
und verdünnter Schwefelsäure von steigender Konzentration, bis 
endlich das Spaltungsprodukt keine Biuretreaktion mehr zeigte. 
Die Temperatur des Ölbades schwankte zwischen 140 und 170° C. 
Bei der Bestimmung der Stickstoffverteilung wurden die folgenden 
Fraktionen in Betracht genommen. Das Filtrat, welches nach 
halb Sättigung mit Zinksulfat, durch Sättigung mit demselben 
Reagens und in jenem durch Fällen mit 10 prozentiger Phosphor- 
wolframsäure entstehen. 


Gelatine. 


In folgender Tabelle sind die Resultate der Analysen an- 
gegeben : 





Me 
Stärke der Säure : 00 05% 1.0% | 136% | 21% | 3,1% | 5% 
Temperatur des Bades . . 10-1 140 1150-170 150—1701160—170:1140— 1601140 —175| 150° C. 
Länge der Hydrolyse . . . | 4St. | 4 St. | 8 St. | 4 St. | 4 St. | 4 St. |4!. St.! 4 St. 
Total N in Lösung. . . . : 2,673 1,5988 | 1.4406 | 1,4927 | 1,4945 | 1,5086 | 1,476 | 1.24 
N im Filtrat von halbsatur. Ä 

H:O Lösung von ZnSO, . | 0.6279 | 1,5568 | 1,4028 | 15365 | — — = = 
Ditto, ditto im Prozentsatze | 

des Ganzen . .. a. 123,48% |97,37% |97,3% — — — — — 


i 








N im Filtrat von vollsatur. | 
H.O Lösung von ZnS0, . | 0,56918; 1,0808 | 1,4206 — — — — — 


Ditto. ditto im Prozentsatze : | 


des Ganzen . . . , 21.20 67.60% IR | — _ — — = 
Präcipitat `... - | 0.0684 0,1221 | 0.2098 | 0,357 | 0.7286 | 0,6597 | 0,9542 | 1,0695 


| 
| 
cK | 
N im Filtrat von P. W. Acid. | | | | 
| | 


Ditto, ditto im Prozentsatze ` l | 
des Ganzen > : s 219% | 7,63% |15.56% 39% 49,01% 14389% |51,65% ; 35,44% 
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10,0 g Gelatine wurden ın 200 cem Lösung aufgenommen. 
Im Experiment mit lprozentiger Schwefelsäure war nach dem 
Abkühlen des Autoklaven das Volumen der Lösung auf 125 cem 
vermindert gefunden, bei 2,1%, bis auf 80 ccm und im Versuche 
mit 5% und 8% Säure wurde das Volumen vergrößert gefunden. 
Beim Versuche mit 3,1% und mit 5%, war die Biuretreaktion 
kaum ausgesprochen und im Experimente mit 8%, kam die 
Reaktion nicht mehr vor. 


Casein. 

Ein Präparat von Kahlbaum, dargestellt nach Ham- 
marsten, ist zu dem Experiment gebraucht. 

10,0 g Casein und 200 ccm Säure wurden zu jedem Versuche 
in Anwendung genommen. 

Die Verteilung des Stickstoffes wurde in ähnlichen Fraktionen 
wie bei der Hydrolyse der Gelatine vorgenommen. Die Ergeb- 
nisse der Analyse folgen: 


























S Wan ee EEGEN Ka Re EE 
Stärke der Saure . - | 5%) | 05%)! 3% | 5% 8% 10% 15%?) | 15%) 
Total N `... | o1% | 1.2100 ue 1,3058 | 1,7338 | 1,398 | 1,488 | 1.418 
N im Filtrat von halbsatur. ' | 

ZnSO, Lösung... >.. og) 0423 | 10076 | 1300 | 1603 | 1264 | — | — 
% von total N in obiger ` | | | | 

Lösung. e sea 15.27% 34.31% 92,7% Toma | 92,46% 190,07% | — — 
N im Filtrat von satur.. | 

ZuSO, Lösung... . . | O01358; 0,26% | 09115 1,9565 | 1450, 128 | 138 | — 
% von total N in obiger | | | 

Lösmg. on | 82% 121,74% |84.29% |96.1% ‚82,76% 90,08% ; 88.9% | — 
N im Filtrat von P. W. Acid. | | | | | 

Präcipitat . 2... - 0.0087 0,1120 | 0,688 | 0.661 | 0.609 | 0845 | 0812 | 0.8750 
% von total N in obiger | | | | 

Lösung. 2 e... | 53% | 908% 134.11% 51.48% ` 3108% |46.30% 546% :61.7% 


1) Ein Teil des Caseins ist ungelöst geblieben. Die Lösung schien 
stark kolloidal gewesen zu sein, so daß Filtrieren unmöglich war. Nach 
weiterer Zugabe von Säure bildete sich ein reichlicher, flockiger Nieder- 
schlag; dieser wurde abfiltriert und gewaschen. Im Filtrate wurde die 
Stickstoffverteilung bestimmt. 

2) Auch in diesem Experimente ist ein Teil des Caseins ungelöst 
geblieben. 

3) Nach Zugabe von Natronlauge bildete sich ein Niederschlag (Phos- 
phorsäure). Die Biuretreaktion noch gut ausgesprochen. 

4) Die Hydrolyse dauerte 8 Stunden. Biuretreaktion fiel negativ aus. 
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Edestin. 
Das kristallinische Präparat ist in Anwendung genommen. 
5,0 g des Proteins und 100 ccm Lösung wurden für die Versuche 
gebraucht. Die Stickstoffverteillung war wie in den anderen 
Experimenten ausgeführt. 





















Stärke der Säure 
TotalN .. 2 2 2 202% 0,4773 


N im Filtrat von halbsatur. 
ZnSO, Lösung. . » . . 0,3786 


% von N in obiger Lösung |79,74% 


N im Filtrat von satur. 
ZuSO, Lösung - » . . . 0,2223 


% von N in obiger Lösung |46,66% 


N im Filtrat von P. W. Acid. 
Präcipitat . . . >... 0,0110 


% von N in obiger Lösung | 2,08% 





2%?) 
0,8106 


5% 
0,9148 


0,8227 
89,8% 


0,7731 


8% 10% 15% 15% *) 


0,8562 | 0,989 | 0,9141 









0,6557 
80,91 % 












0,4877 
60,16% 84,5% 


0,1635 0,3868 | 0,4018 | 0,3581 | 0,4491 | 0,4130 
20,17% |395% |42,17% 418% |4743% |4521% 

Eine Übersicht der Tabellen macht es klar, daß Gelatine sich 
verschieden von anderen Proteinen gegen die spaltende Wirkung 
von Säuren verhält. Die Gelatosen verschwinden schon bei ver- 
hältnismäßig schwachem Angreifen. Weiter merkt man, daß bei 
der Gelatine eine maximale Ausbeute an Aminosäuren entsteht 
im Momente, wo die biuretgebenden Substanzen verschwinden. 
Beim Casein und Edestin bei derselben Phase der Hydrolyse 
(biuretfrei werden) sind noch nicht alle Aminosäuren freigesetzt, 
da die Ausbeute an Aminosäuren noch nicht maximal ist. Dieser 
Umstand macht es wahrscheinlich, daß auch die einfacheren 
Peptide, die am Aufbau dieser Körper teilnehmen, resistenter 
sind als jene der Gelatine. 

















1) Bei dem Auflösen von 5,0 g des Proteins in 100 ccm 0,5 prozentiger 
Säure bildete sich eine Gallerte, die für die Versuche nicht gebraucht werden 
konnte. Beim Erwärmen auf dem Wasserbade ging die Substanz in Lösung 
und schied sich beim Kühlen ein Niederschlag aus. Die Substanz wurde 
also auf dem Wasserbade 24 Stunden lang und dann im Autoklaven 8 Stun- 
den lang bei 140° C erhitzt. Nach dem Abkühlen wurde der Niederschlag 
abfiltriert, gewaschen und die vereinigten Filtrate analysiert. 

2) 5,0 g Edestin in 100 ccm Säure wurden 24 Stunden lang auf dem 
Wasserbade und 8 Stunden im Autoklaven bei 140—160° C erhitzt. Beim 
Abkühlen bildete sich ein Niederschlag. Die vereinigten Filtrate wie oben 
behandelt. 

3) Erhitzt 4 Stunden im Autoklaven. Beim Abkühlen bildete sich 
ein ganz unbedeutender Niederschlag. Auch die folgenden Hydrolysen 
wurden durch 4stündiges Erhitzen im Autoklaven bei 140—160 ° C ausgeführt. 

4) Erhitzt 6 Stunden. Die Lösung war biuretfrei. 
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Über die diuretische Wirkung des Thymins. 


Von 


P. A. Levene. 
(Aus dem Rockefeller Institute for medical Research, N. Y.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1907.) 


Die Erfahrung über die diuretische Wirkung der Purinbasen 
hat zulichte gebracht, daß die Wirkung hauptsächlich auf zwei 
Bedingungen beruht: Die Anwesenheit im Molekül von zwei 
Oxygruppen und die Substitution einer oder mehrerer Wasserstoffe 
durch die Methylgruppe. Die wirksamsten Substanzen sind die 
methylsubstituierten Xanthine. Nun ist von Fischer erklärt 
worden, daß Xanthine das 2,6-Di-oxypurin ist mit der graphischen 
Formel: DN. Cen 

2 oC Ċ—NH 

| | on 

HN—-C-—N 
Im Theophyllin sind die Methylgruppen in der Stellung 1:3, im 
Theobrominen in Stellung 3—7, im Coffein in 1,3,7 substituiert. 
Es ist daraus ersichtlich, ‘daß die beiden Oxygruppen und zum 
mindesten eine Methylgruppe im Pyrimidinringe gelagert sein 
müssen. Diese Betrachtung führt natürlicherweise auf den Ge- 
danken, daß auch Pyrimidinbasen, welche den erwähnten Purinen 
eine analoge Zusammensetzung geben, in ihrer physiologischen 
Wirkung den Purinen ähnlich sein würden. 

Diese theoretischen Betrachtungen wurden bestätigt durch 
die Erfahrung über die physiologische Wirkung des Thymins. 
Diese Base ist eine 5-Methyl-2-6-di-oxyprimidin 

HN—CO 
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Im Laufe einer Arbeit, die Dr. Sweet und ich!) an einem 
Hunde mit Ecks Fistula ausführte, wurde es bemerkt, daß nach 
Thyminfütterung eine stark ausgesprochene Diurese folgte. In 
jenem Experiment wurde das Tier eine Zeitlang auf purinfreie 
Kost erhalten und der Urin in dreitägigen Perioden durch Kathe- 
terisieren genau gewonnen. Zwei ausgeführte Versuche waren in 
ihren Resultaten ganz übereinstimmend. Nun schien es wünschens- 
wert, die Zahl der Beobachtungen zu vergrößern. Durch die 
Freundlichkeit des Herrn Dr. Carrel stand uns ein anderes Tier 
mit Ecks Fistula zur Verfügung. 

Nun war das Tier aber so klein, daß Katheterisieren nicht 
gut ausgeführt werden konnte, und so wurde der Harn in einem 
Stoffwechselkäfig gesammelt. Das Futter bestand aus Plas- 
mon 12,0, Crackerdust 60,0, Speca 10,0, welches in 125 ccm 
Wasser gemischt wurde. Außerdem bekam das Tier dreimal 
täglich genau gemessene Quantität Wasser. Die Operation fand 
statt am 15. Dezember, die Beobachtung begann am 11. März. 

Aus der folgenden Tabelle ist es klar, daß auch bei diesem 
Versuche eine starke Diurese erfolgte. Es ist bemerkenswert, 
daß nach der zweiten Fütterung die Harnausscheidung sich auf 
eine längere Zeit erstreckte. 

Auch dieses Experiment wurde an einem Hund mit Ecks 
Fistula ausgeführt, weil unter diesen Bedingungen das Thymin 
nicht die schnelle Zersetzung erfuhr, welche Steudel bei nor- 
malen Hunden beobachtete. 

Wir hoffen, die Beobachtungen an einer größeren Anzahl von 
Tieren und mit einer größeren Anzahl von Pyridinbasen zu 
erweitern. 


Tabelle I. 
April 27 — 28 — 29 1500 
30 — Mai 1 — 2 2020 
3 — 4—5 1700 
6 — 7 — 8 1000 
16 — 17 — 18 (L GR. Adenin sulfat.) 2190 
19 — 20 — 21 3000 


22 — 23 — 24 (10,0 Nuclein Acid.) 3420 


1) The Journ. of Exper. Med. 9, 229, 1907. 
22* 
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April 25 — 26 — 27 


28 — 29 — 30 


30 — Juni 1 — 2 (3,0 Thymin) 


3 — 4—5 


6 — 7 — 8 (6,0 Thymin) 


9 — 10 — 11 
12 — 13 — 14 
15 — 16 — 17 
18 — 19 — 20 


Datum 
11. März 
12. ,, 
13. ,, 
l4. ,, 
15. , 
16. „ 


„ 1) 


— 


1) 2,0 g Thymin. 


Tabelle II. 


Wasser 
450 ccm 


80 
200 
100 
100 
250 


150 
75 
50 
90 
75 


150 


LEI 
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6. April 
Te 3; 
8,» 
H, 

10. „ 





500 ccm 


270 
125 
200 
200 


350 ccm 
150 ,, 
160 ,, 
325 „ 
150 ,, 
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Notiz über die Pikrolonate einiger Nucleinbasen. 


Von 
P. A. Levene. 


(Aus dem Rockefeller Institute for medical Research, N. Y.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1907.) 


Wie bekannt, kommen bei der Analyse der Spaltungsprodukte 
der Nucleoproteine die „Hexon‘- und die Nucleinbasen in den- 
selben Fraktionen vor. Da nun Stendel!) und Otori?) be- 
obachtet haben, daß die erste mit Pikrolonsäure schwerlösliche 
Verbindungen bildet, war es von Wichtigkeit, auch das Ver- 
halten der anderen Basen zu diesem Reagens zu untersuchen. 
Die Basen, welche mit den Hexonbasen mit niedergeschlagen 
werden können, sind Adenin, Guanin, Cytosin, und es wurde 
versucht, die Pikrolonate derselben darzustellen. 


Adenin. Adeninsulfat wurde in Lösung gebracht, und zu 
dieser wurde eine konzentrierte alkoholische Pikrolonsäurelösung 
zugesetzt so lange, bis sich ein Niederschlag bildete. Das Pikro- 
lonat wurde aus einer großen Menge heißen Wassers umkristalli- 
siert. Die Substanz besaß einen S. P = 265° C. 

0,1015 g der Substanz gaben 28,2 ccm Stickstoff (über 50% 
KOH) bei T = 26,20 und P = 766. 

Für CHANCË AN AO, 

Berechnet Gefunden 
N = 31,90% 32,03% 


Guanin. Freies Guanin wurde in einer genügenden Menge 
 Normal-Natronlaugelösung aufgelöst und mit Pikrolonsäure be- 
handelt. Es bildete sich ein voluminöser Niederschlag, der aus 
Wasser umkristallisiert und analysiert war. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 37, 219, 1902. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chemie 43, 305. 


P. A. Levene: Notiz über die Pikrolonate einiger Nucleinbasen. 321 


0,1500 g der Substanz gaben 35,4 ccm Stickstoff (über 50% 
KOH) bei T = 27,5 und P = 752. | 
Für C,H,N,O s 2 Gauel NA 


Berechnet Gefunden 
N = 26,64%, 26,98%, 


Cytosin. Das Sulfat wurde in Wasser aufgelöst und mit 
Pikrolonsäure wie oben behandelt. Das Pikrolonat wurde aus 
Wasser umkristallisiert. 

0,1909 g der Substanz gaben 43,4 ccm Stickstoff (über 59% 
KOH) bei T = 24,5 und P = 7%. 

Für CBR: Die NA, 

Berechnet Gefunden 
N = 26,13% 26,07% 


Über die Tryptophangruppe im Proteinmolekül. 


Von 
P. A. Levene und C. A. Rouiller. 


(Aus dem Rockefeller Institute for medical Research, N. Y.) 


(Eingegangen am 1. Mai 1907.) 


Die in dieser Mitteilung berichteten Resultate sind im Laufe 
einer Untersuchung über den quantitativen Gehalt verschiedener 
Proteine an Tryptophan erhalten worden. Ein Teil der Befunde 
ist in die Redaktion des ‚Journal of Biological Chemistry‘‘!) 
den 29. November vergangenen Jahres eingegangen, ein anderer 
Teil wurde in der Sitzung der Physiologischen Gesellschaft am 
30. Dezember 1906 vorgetragen und deswegen erlauben wir 
uns, trotz der unterdessen erschienenen sehr schönen Arbeit 
von Neuberg und Popowsky?®): „Über die Halogenderivate 
des Tryptophans‘‘ diese Untersuchung zu veröffentlichen. 

Um die Ausführung der ursprünglichen Aufgabe zu ermög- 
lichen, wurde es nötig: 1. ein bequemes Verfahren zur Tryptophan- 
bestimmung auszuarbeiten und 2. die Bedingungen für die 
Maximalausbeute an der Substanz aufzufinden. Es erwies sich 
möglich, Tryptophanbestimmung durch Titrieren mittels Brom- 
wasser auszuführen. Als Endreaktion wurde der Übergang des 
violetten Körpers in das Gelbe gebraucht. Die genauen Auf- 
gaben sind in dem „Journal of Biological Chemistry‘ angegeben. 

Die Spaltung der Proteine sollte nicht durch proteolytisches 
Ferment, sondern durch Barytwasser ausgeführt werden. Nun 
stieß man bald auf eine unerwartete Schwierigkeit. Bei der 
Arbeit mit reinem Tryptophan oder mit der Fraktion, die durch 
Mercurisulfat nach Hopkins und Cole aus dem mit Trypsin 
verdauten Casein erhalten wird, erscheint die violette Farbe des 








1) Journ. of Biol. Chem. 2, 481, 1907. 
2) Diese Zeitschr. 2, 357, 1907. 
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Essigätherauszuges sofort nach Zugabe der ersten Tropfen von 
Bromwasser. Bei der Barytspaltung war dies der Fall, nur wenn 
die Spaltung tiefgreifend war, sonst trat die Violettfarbe nur 
nach gehöriger Zugabe vom Reagens ein, und dabei war die Farbe 
nicht rein violett, sondern mit einem Stich ins Braune. Diese Un- 
regelmäßigkeit schien uns durch die Anwesenheit von Peptiden 
verursacht zu sein, und um diese zu entfernen, wurde die Merouri- 
sulfatfraktion mit Phosphorwolframsäure behandelt, mit der 
Absicht, das Tryptophan im Filtrate zu finden. 

Es erwies sich aber, daß bei milder Spaltung das Filtrat 
vom Phosphorwolframsäureniederschlage gar keine Tryptophan- 
reaktion gebende Substanzen erhielt, während diese im Nieder- 
schlage vorhanden waren. Beim Steigern des Grades der Hydro- 
lyse nahm die Intensität der Bromfärbung im Phosphorwolfram- 
säureniederschlage ab und im selben Maße im Filtrate zu, bis 
endlich alle Tryptophanreaktion gebende Substanz im Filtrate 
erschien. Diese Beobachtung veranlaßte eine genauere Unter- 
suchung der zwei mit Brom reagierenden Fraktionen. 

Aus dem Filtrate ließ sich leicht Tryptophan in üblichen 
perlmutterglänzenden Kristallen darstellen. Ein ganz reines 
Präparat erhält man durch Umkristallisieren aus 50%, Essigsäure. 

Die Analyse eines solchen Präparates hatte die folgende Zu- 
sammensetzung: 


Gefunden Berechnet für 
| Cl, NA), 

C 63,84% 64,64% 

H 5,81% 5,93% 


Alle Versuche, auch aus dem Phosphorwolframsäurenieder- 
schlage die Substanz zu kristallisieren, waren vergeblich. Man 
mußte deswegen denken, daß entweder in dieser Fraktion das 
Tryptophan mit solchen Substanzen verunreinigt war, die die 
Kristallisation verhinderten, oder daß sie eine kompliziertere 
Substanz, die mit Brom dem Tryptophan ähnlich reagierte, 
enthielt. Von Phosphorwolframsäure befreit, besaß die Fraktion 
die folgenden Eigenschaften: Sie reagierte ganz schwach alkalisch, 
gab eine sehr schwache, aber ganz unzweifelhafte Biuretreaktion, 
sowie die Xantoprotein- und auch die Adamkiewitz-Reaktionen, 
gab absolut keine Millonreaktion und enthielt keinen Schwefel. 
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Mit Silbernitrat wurde es möglich, eine Fraktion zu erhalten, 
die mit Brom dem Tryptophan ähnlich reagierte, und die scheinbar 
die Biuretreaktion nicht mehr gab. Leider reichte die Menge 
des Materials zur genaueren Untersuchung nicht aus. Mit Silber- 
nitrat und vorsichtigem Neutralisieren mit Ammoniak läßt sich 
eine andere Fraktion erhalten, die sich aber vom ursprüng- 
lichen Materiale nicht wesentlich unterschied. Es war nun 
möglich zu denken, daß in der Phosphorwolframsäurefraktion ein 
Tryptophanpeptid vorlag, und ferner, da die Fraktion auf blauer 
Lackmus gar nicht reagierte, und da bei tryptischer Verdauung 
der Gelatine gerade ein Anhydridpeptid vorkommt, wurde die 
Fraktion auf die Anwesenheit von Substanzen solcher Natur 
untersucht, nämlich es wurde das Verhalten dieser Fraktion 
zum frisch gefällten Kupferoxyd untersucht. Man dürfte nämlich 
erwarten, daß das Tryptophan mit diesem Reagens ein Salz zu 
bilden fähig ist, während dem Anhydride die Fähigkeit fehlen soll. 
Nun erwies sich, daß Tryptophan, mit Kupferoxyd erhitzt, ein 
unlösliches, wahrscheinlich basisches Salz bildet, so daß das Filtrat 
von diesem Salze mit Brom gar nicht reagierte, im Gegenteil 
bildete die Phosphorwolframsäurefraktion eine wasserlösliche 
Kupferverbindung, die alle bromreagierende Substanz enthielt. 
Es ließ sich nun an zwei Möglichkeiten denken: eine, daß die 
Phosphorwolframsäurefraktion kein freies Tryptophan enthielt, 
und die zweite, daß sie eine Substanz enthielt, die die Bildung 
des basischen Salzes verhinderte. Um die Sache weiter zu er- 
forschen, wurde es versucht, eine Lösung der Phosphorwolfram- 
säurefraktion, in welcher eine bekannte Menge Tryptophan auf- 
gelöst war, mit Kupferoxyd zu behandeln. Dabei erwies sich, 
daß nur etwa zwei Drittel des aufgelösten Tryptophans in das 
unlösliche Salz übergeführt war, das andere bildete ein lösliches 
Salz. 

Da alle anderen Verfahren, die Substanz aus der Phosphor- 
wolframsäurefraktion zu gewinnen, versagten, so wurde be- 
schlossen, die Bromverbindungen darzustellen und sie mit denen 
des Tryptophans zu vergleichen. Als diese Versuche im Gange 
waren, erschien die schöne Arbeit von Neuberg und Popowsky, 
welche uns unsere Aufgabe viel erleichterte. 

Nun wurde die Bromierung durch Bromwasser ausgeführt 
und die Bromkörper mit Essigäther extrahiert. Das letzte Ver- 
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fahren wurde gewählt, weil Brom auch peptonartige Körper fällt, 
und man dürfte glauben, daß diese vom Essigäther nicht auf- 
genommen würden. Die Essigätherauszüge wurden im Vakuum- 
exsiccator verdunstet und in einigen Fällen im Toluolbad, in 
anderen im Exsiccator bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 
In späteren Versuchen wurden die Bromniederschläge zentrifugiert, 
auf der Zentrifuge mit Wasser gewaschen, aus den Röhren mittels 
Alkohol in Schalen übertragen und dann getrocknet. 

Es wurde beabsichtigt, die Zusammensetzungen der violetten 
Körper mit denen, die sich beim Übergange dieses in das Gelbe 
bilden, zu vergleichen. In einem Vorversuche wurde gewöhnlich 
die Menge des Bromwassers, welche zum Überführen des sich 
gebildeten violetten Körpers in das Gelbe notwendig war, be- 
stimmt, und dann wurde zur Hauptlösung eine Menge Brom- 
wasser, etwas kleiner als die berechnete, zugefügt. Beim Behandeln 
mit Bromwasser einer Tryptophanlösung bildete sich bald ein 
violetter Niederschlag, bei weiterem Behandeln entsteht ein gelber 
Niederschlag, welcher bei stärkerem Schütteln wieder in das 
Violette übergeht, und endlich bildet sich der bleibend gelbe 
Körper. Beim Bromieren der Phosphorwolframsäurefraktion 
entsteht sofort der gelbe Niederschlag, der beim Schütteln anfangs 
in das Violette übergeht. 

Die Analyse einiger auf der angegebenen Weise dargestellten 
Präparate ergaben die folgenden Zahlen: 

Präparat I: Aus der Phosphorwolframsäurefraktion dar- 
gestellt. 

Bromwasser nicht ganz bis zum Verschwinden des violetten 
Körpers; extrahiert mit Essigester. 

0,1242 g Substanz gaben AgBr 0,1051 g; Br = 36,01%. 

Präparat II: Auf dieselbe Weise dargestellt. 

0,1320 g Substanz gaben AgBr 0,1093 g; Br = 35,24%. 

Präparat III: Die Phosphorwolframsäurefraktion mit Silber- 
nitrat gefällt, der Niederschlag von Silber befreit und die Brom- 
verbindung wie in den anderen Versuchen gewonnen. 

0,1174 g Substanz gaben AgBr 0,0807 g; Br = 29,25%. 

Präparat IV: Aus dem Filtrat von der obigen Silberfällung 
durch Behandeln mit Silbernitrat und Ammoniak erhalten. 
Bromierung wie sonst ausgeführt. 

0,1252 g Substanz gaben AgBr 0,1043 g; Br = 35,45%. 
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0,2180 g Substanz gaben 15,5 ccm Stickstoff (über 50%, KOH) 
bei T° = 27 und P = 763,8 mm; N = 8,13%. 

Präparat V: Durch Behandeln der Phosphorwolframsäure- 
fraktion mit Überschuß von Bromwasser erhalten. Der Nieder- 
schlag mit Wasser auf der Zentrifuge gewaschen und im Vakuum 
bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 

0,2162 g Substanz gaben bei Verbrennung 0,2729 g CO, und 
0,0725 g H,O; C = 34,42%; H = 3,75%. 

0,2502 g Substanz gaben bei Verbrennung 0,3178 g CO, und 
0,0794 g H,0; C = 34,63%; H = 3,55%. 

0,1039 g Substanz gaben AgBr 0,4338 g; Br = 43,38% für 
Cu H,oN:0,Br,. 


Berechnet Gefunden 
C 36,45%, 34,42%, 34,639, 
H 2,78% 3,75% 3,55%, 
Br 44,14% 43,38% 


Zum Vergleich mit diesen Körpern wurden die Bromprodukte 
des Tryptophans dargestellt. 

Präparat I: Bromierung ausgeführt mit Bromwasser und das 
Produkt mit Essigester ausgezogen. Bromwasser nicht bis zum 
Verschwinden der violetten Farbe zugegeben. 

0,1537 g Substanz gaben AgBr 0,1494 g; Br = 41,39%. 

Präparat II: Auf ähnliche Weise dargestellt. 

0,1237 g Substanz gaben AgBr 0,1174 g; Br = 40,39%. 

Präparat III: Auf ähnliche Weise dargestellt. 

0,1328 g Substanz gaben AgBr 0,1316 g; Br = 42,17%. 

Präparat IV: Aus wässeriger Lösung durch Fällen mit 
Bromwasser. Nur die Hälfte der berechneten Menge Brom 
zugegeben. 

0,1218 g Substanz gaben AgBr 0,0829 g; Br = 28,96%. 

Für C,,H,ıN,0;,Br: Br = 28,71%. 

Präparat V: Wie Präparat IV dargestellt, nur wurde Brom- 
wasser in einer Menge, die zum Verschwindenbringen der violetten 
Farbe nicht ganz ausreichte, zugefügt. Der Niederschlag auf der 
Zentrifuge mit Wasser gewaschen und getrocknet. 

0,1426 g Substanz gaben 0,1393 g AgBr; Br = 41,57%. 

Präparat VI: Wie oben dargestellt. Bromwasser im Über- 
schusse zugefügt. 
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0,1142 g Substanz gaben AgBr 0,1207 g; Br = 44,98%. 

Für C,,H,0N,0,Br, berechnet Br = 44,14%. 

Alle untersuchten Körper enthielten das Br scheinbar in 
substituierter Form. Sie besaßen keine Eigenschaften der Hydro- 
bromide oder der Perbromide. Es gelang nicht, das Brom mittels 
Silbersalzen zu entfernen, und auch die gelben Präparate mit 
Maximalbromgehalt besaßen nicht die Fähigkeit, Jod aus Jod- 
kaliumlösung freizusetzen, auch gaben sie kein Brom an freies 
Tryptophan ab. Doch ist es wahrscheinlich, daß auch beim 
Bromieren mit Bromwasser die gelben Niederschläge, die direkt 
nach der Bromzugabe sich bilden und beim Schütteln in violette 
übergehen, Perbromide sind. 

Aus unseren Versuchen scheint man berechtigt anzunehmen: 

1. daß die violetten Körper, die bei der Zugabe von Brom- 
wasser zu Verdauungsprodukten entstehen, ein Gemisch von 
Mono- und Dibromid des Tryptophans sind; 

2. daß bei der Zugabe eines Überschusses von Bromwasser 
sich ein Dibromid bildet; 

3. daß bei der Spaltung des Proteinmoleküls sich zuerst 
scheinbar ein komplizierteres Produkt als das Tryptophan bildet. 

Mit der Untersuchung über die Beschaffenheit dieses Körpers, 
wie auch die Konstitution des Dibromids des Tryptophans sind 
wir jetzt beschäftigt. 

Wie erwähnt, ist der Ausgangspunkt dieser Arbeit, die quantita- 
tive Bestimmung des Tryptophans in verschiedenen Proteinen, 
jetzt im Gange. 


Über die Frage der Anteilnahme elementaren Stick- 
stoffs am Stoffwechsel der Tiere. 


Eine historisch-kritische und experimentelle Studie. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hoch- 
schule in Berlin [Direktor: Geh. Reg.-Rat Professor Dr. N. Zuntz].) 


Von 


Dr. phil. et med. Carl Oppenheimer, 
Assistenten des Instituts. 


(Eingegangen am 23. April 1907.) 


Übersicht. Er 


I. Einleitung und historische Übersicht . . . . . . 328—332 
II. Kritik der Stickstoffwechselversuche (indirekte Methode) 332—389 
L am Hunde. — 2. am Menschen. — 3. an anderen 

Tieren. 
III. Kritik der Respirationsversuche im geschlossenen Atem- 
raume (direkte Methode). . . . . . 389—419 
L Die Arbeiten von Regnault und Reiset und von 
Reiset allein. — 2. Spätere Arbeiten, besonders die 
von Seegen und Nowak. 
IV. Eigene Versuche . . 2... 419-470 
1. Beschreibung eines podine. Respiratioús: 
apparates nach dem Prinzip von Regnault und Reiset. 
— 2. Beschreibung der Versuche. — 3. Epikrise und 
Schlußwort. — 4. Protokolle. 


Einleitung und historische Übersicht. 


Die Frage, ob sich bei den Verbrennungsvorgängen im leben- 
den tierischen Organismus auch der gasförmige Stickstoff 
der Atmosphäre beteiligt, ist eines der wichtigsten Probleme 
der Stoffwechselphysiologie. Ruht doch in ihrer sicheren und 
einwandsfreien Beantwortung die absolut notwendige feste Grund- 
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lage für die Untersuchung der Fragen, die den Verbrauch und 
die Ausscheidung der stickstoffhaltigen organischen Nährstoffe, 
in erster Linie der Eiweißkörper betreffen. Nur wenn wir mit 
völliger Sicherheit sagen können, daß aller Stickstoff der festen 
Nahrung, der nicht im Körper zum Ansatz gelangt, in den flüs- 
sigen und festen Ausscheidungen (Harn, Kot, Schweiß, Haare, 
Epidermisschuppen) wiedererscheint, nicht aber etwa als gas- 
förmiger Stickstoff durch die Lungen ausgeschieden wird, 
und daß umgekehrt kein Bruchteil des respiratorisch oder mit 
der in der Nahrung eingeschlossenen Luft eingeführten elemen- 
taren Stickstoffes in den Haushalt des Organismus einbezogen 
wird; nur dann können wir aus den Verhältniszahlen, die uns 
die Untersuchung von Aufnahme und Ausscheidung gebundenen, 
nicht elementaren Stickstoffes liefern, sichere Schlüsse ziehen auf 
das Schicksal des Nahrungsstickstoffes im Organismus bei nor- 
malen und pathologischen Verhältnissen. Und da die Frage 
nach der Umsetzung des gebundenen Stickstoffes eine der wich- 
tigsten Teilfragen in der gesamten Stoffwechselphysiologie ist, 
so bildet die Frage nach der Anteilnahme des elementaren Stick- 
stoffes auch eins der wichtigsten, fundamentalsten Probleme der 
gesamten Stoffwechselphysiologie. 

Dieses Problem gliedert sich wieder in zwei Teilprobleme 
von ungleicher Bedeutung. Einerseits steht zur Untersuchung, 
ob im eigentlichen Stoffwechsel des Organismus selbst der 
elementare Stickstoff eine aktive Rolle spielt, und zweitens ist zu 
fragen, ob nicht etwa die Darmbakterien bei ihrer Tätigkeit 
aus den Verdauungsprodukten, die sie verändern, gasförmigen 
Stickstoff abspalten, der mit den Darmgasen abgeht und so aus 
der Bilanz der Einnahme und Ausgabe verschwindet!). 

Mag auch die zweite Frage quantitativ der ersten an Be- 
deutung nachstehen, so ist sie doch bei der Untersuchung des 
Problems nicht außer acht zu lassen. Jeder also, der bei der 
Fäulnisgärung durch Bakterien, die im Darm vorkommen, Bildung 
von elementarem Stickstoff nachgewiesen zu haben glaubt, rührt 
an die Grundpfeiler der gesamten Stoffwechselphysiologie. Es 


1) Oppenheimer, Zur Kenntnis der Darmgärung. Zeitschr. f. 
physiol. Chemie 48, 240, 1906. Krogh, Zeitschr. f. physiol. Chemie 50, 
289, 1907. 
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ist vielleicht nicht unangebracht, dies hier zu betonen, da 
man in jüngster Zeit, anscheinend ohne sich der Tragweite der 
Behauptung bewußt zu sein, die Bildung von elementarem Stick- 
stoff bei Fäulnisprozessen behauptet hat. 

Zwei Methoden bieten sich zur Untersuchung dieses Problems 
von selbst dar. Die eine muß im Respirationsversuch im 
geschlossenen Raum die Menge des vorhandenen Stickstoffes 
ermitteln, um festzustellen, ob diese Menge nach längerem Auf- 
enthalt eines Tieres in dem Raume eine Vermehrung resp. Ver- 
minderung erfahren hat. 

Die andere Methode hat die Aufgabe, genau die Einnahme 
an gebundenen Stickstoff und die Ausgabe an solchem in den 
Ausscheidungen zu messen und zu prüfen, wie genau Einnahme 
und Ausgabe harmonieren. Nur ist dabei zu beachten, daß ein 
Plus oder ein Defizit in dieser „Bilanz‘“‘ noch durchaus nicht die 
. Anteilnahme von elementarem Stickstoff an den Stoffwechsel- 
prozessen beweisen würde. Vielmehr wird man in erster Linie 
bei solchen Differenzen an Einschmelzung oder Ansatz 
von Körpermaterial zu denken haben. Nur wenn bei dem 
Versuchstier Zunahme oder Abnahme seines Bestandes an ge- 
bundenem Stickstoff ausgeschlossen werden könnte, wäre das 
Auftreten einer Bilanzdifferenz beweisend. In der Führung 
dieses Beweises liegt die Hauptschwierigkeit derartiger Versuche. 

Historisch tritt die Methode der direkten Messung früher 
hervor, es sind zuerst Respirationsversuche zur Entscheidung 
der Stickstofffrage angestellt worden. 

Der Pionier war hier, wie auf so vielen anderen Gebieten, 
der geniale Begründer der Lehre von der tierischen Respiration, 
Laurent Lavoisier. 

Lavoisier?) gibt an, daß durch das Atmen des Menschen 
der Stickstoffgehalt der Luft nicht geändert wird, 
doch ist seine Methode nicht genau bekannt; freilich stimmen 
seine sonstigen Angaben über den Sauerstoffverbrauch bei ver- 
schiedenen Einflüssen mit den heutigen Anschauungen meist 
überein. 

1) Lavoisier und Séguin, Mém. sur la respiration des animaux. 
Med. Acad. d. Sciences 1789, 185, 466, 1790. — Oeuvres de Lavoisier 2, 688. 


— 3 Briefe L.s an Black vom 19. November 1790; s. Report of the Brit. 
Assoc. 189. Edinburgh 1871. 
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Lavoisier hat also bereits in dieser Frage eine Entscheidung 
gefällt. Doch ist die Sache damit naturgemäß nicht erledigt 
gewesen, vielmehr häufig, und zwar mit wechselndem Resultat, 
von neuem untersucht worden. 

Edwards!) fand im Sommer beträchtliche Exhalation von 
Stickstoff; im Winter dagegen Verbrauch. Seine Versuche sind 
an kleinen Tieren, z. B. Meerschweinchen ausgeführt. Despretz?) 
fand stets Zunahme des Stickstoffs, bei Pflanzenfressern mehr 
als bei Fleischfressern.. Auch Dulong?) fand mit Ausnahme 
eines Falles, wo Stickstoff in einer Menge von 6% des verbrauchten 
Sauerstoffes verschwand, stets Zunahme des Stickstoffes und 
zwar bis 28%. 

Diese älteren Arbeiten, denen sich noch andere anschließen, 
verlieren jeden Wert dadurch, daß die Stickstoffmengen, die 
angeblich entwickelt sein sollen, so ungeheuer sind, daß sie nicht 
nur den Gehalt an Stickstoff der Nahrung weit übertreffen, 
sondern selbst den Stickstoffgehalt des gesamten Tieres. Es 
müssen also größere Mengen Stickstoffs aus der äußeren Luft 
durch Undichtigkeit des Apparates eingedrungen sein. 

Aus der Zeit vor Regnault und Reiset seien nur noch 
die Versuche von Marchand erwähnt. 

Marchand*) fand bei Versuchen an Meerschweinchen in 
einem kleinen Respirationsapparat unter zehn Fällen einen Zu- 
wachs an Stickstoff, schwankend zwischen 0,65 und 1,38%, im 
Mittel 0,94%, der gebildeten Kohlensäure, bei Tauben im Mittel 
dreier Versuche = 0,85%. 

Die absoluten Werte sind: 


Meerschweinchen: Dauer 
9h:25,0 ccm N 


10 23 ° 34,8 „ 27 
8 HI ° 34,4 LI 23 
16 „:544 , 


LE 








1) Edwards, De l'influence des agents physiques sur la vie. 1824. 
Zit. n. Regnault-Reiset |. c. 

2) Despretz, Rech. sur les causes de la chaleur animale. Ann. chim. 
phys. (2) 27, 1823. 

3) Dulong, Mém. sur la chaleur animale. Ann. chim. phys. (3) 1, 1822. 

4) Marchand, Über das Verhalten des N. bei dem Respirations- 
prozesse. Journ. pr. Ch. 44, 1, 1848. 
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15 h : 40,5 cem N 

12 „:642 „ , 

16 „:54,8 „ ,„ 

10 „:66,3 ,„  , (2 Tiere) 

12.270,02 35. op 

10.5.5027. „ ` et 
bei drei Versuchen an Tauben: 

10 h : 37,0 ccm N 

15 „:418 „ ,„ 

10 Ae EK Ae. 3; 
Die Analyse geschah derart, daß ca. 1 Liter Luft direkt aus 
dem Apparat durch Schwefelsäure, dann Kalilauge, dann glühen- 
des Kupfer gesogen wurde, indem man den Zylinder, in dem das 
Tier sich befand, mit einer großen, vorher evakuierten Glocke 
verband. 

In den Mittelpunkt des Interesses wurde das Problem ge- 
rückt durch die mit vorzüglicher Methodik in großem Stile durch- 
geführte Arbeit von Regnault und Reiset. 

Bevor wir auf eine genaue Analyse ihrer und der auf sie 
folgenden Arbeiten eingehen, wollen wir zunächst entwickeln, 
mit welchem Erfolge man das Problem von der anderen Seite 
mit Hilfe des Bilanzversuches zu lösen versucht hat. 


Stoffwechselversuche. 


Da die ersten Reihen von Arbeiten über die Messung der 
Stickstoffbilanz mittels Respirationsversuchen infolge der mangel- 
haften Methode völlig unbefriedigende Resultate ergeben hatten, 
so wandte man sich noch vor dem Erscheinen der Regnault- 
Reisetschen Arbeit der anderen Möglichkeit zu, das Problem zu 
entscheiden, nämlich den Stoffwechselbilanzversuchen. Es 
sollte aus Gesamteinnahme und Ausgabe an Stickstoff der Schluß 
auf eine Anteilnahme elementaren Stickstoffes gezogen werden. 

Der erste, der sich dieser Frage annahm, war Boussingault!). 
Er machte sorgfältige, aber nur wenige Tage dauernde Bilanz- 


1) Boussingault, Analyses comparés de l'aliment et des excréments 
par une Touterelle. Ann. chim. phys. (2) 71, 127. 
Derselbe ibid. (3) 11, 433. 1844. 
Derselbe, Rech. exp. sur le développem. de la graisse ete. Ann. 
chim. phys. (3) 14, 419, 451, 1845. 
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versuche an einem Pferd, einer Milchkuh, zwei Schweinen und 
einer Turteltaube (mit Hirse ernährt). 
Das Ergebnis war konstant ein erhebliches Defizit: 


Pferd 3 Tage E. 139,4g N Verlust 17% 
Kuh 3 „ „ 215., » 13% 
Schwein I 3 „ ,„ 25,3 ,„ ,„ A. 16,1 Ge 37% 
Schwein I 3 „ „ 173 an 77 A 55% 
Taube I 5 „ „. 217,» „p 139 ,, 36% 


Taube II 7 an „ 3,34 3 nn an 2,20 IT 34% 


so daß Boussingault auf eine bedeutende Ausatmung 
elementaren Stickstoffes schloß. 

Die nächsten Arbeiten ergaben analoge Resultate. 

Sacc!) fand an Hühnern bei einer durchschnittlichen Ein- 
nahme von 1,52 g Stickstoff einen Verlust von nicht weniger 
als 59%. Seine Versuche wurden von Meißner in seiner später 
zu besprechenden Arbeit sehr energisch kritisiert, so daß wir 
sie hier übergehen können. 

Ebenso ergab sich bei Rigg?) am Menschen in einem zwölf- 
tägigen Versuch ca. 50%, Verlust. 

Am wichtigsten erschienen die Versuche von Barral?), 
der am Menschen experimentierte. Er fand ebenfalls ganz kolossale 
Verlustzahblen. 

An sich selbst fand er in fünftägigen Versuchen pro Tag: 


E. 28,0 A.13,7 Verlust 52% 
„22 „All „48% 


an seinem Sohn (5 Tage) 
E. 7,9 A. 4,9 Verlust 38% 


an einem Diener (5 Tage) 
E. 27,3 A. 17,7 Verlust 35% 


an einer Frau (5 Tage) 
E. 22,4 A.10,8 Verlust 55% 


1) Sacc, Neue Denkschr. d. allg. Schweiz. Ges. f. d. ges. Nat. 7, 7. 
2) Rigg, Medical Times 1842, 278. 
3) Barral, Statique chimique du corps humain. Ann. chim. phys. 
(3) 25, 129, 1849. 
Derselbe, Statique chimique des animaux. Paris. 1850, 249ff. 
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Alle diese Arbeiten ergaben also ganz enorme Defizitgrößen, 
ganz bedeutende Verluste an Stickstoff, während die inzwischen 
erschienenen Arbeiten von Regnault und Reiset sehr viel 
kleinere Schwankungen ergeben hatten. 

Trotzdem also diese Versuche durch die respiratorischen 
Messungen von Regnault und Reiset geradezu widerlegt 
wurden, hielt man sie merkwürdigerweise gerade dadurch ge- 
stützt für richtig. Wir können sie heute einfach historisch als 
erledigt betrachten. Die Zahlen beruhen wohl zweifellos auf 
Verlusten bei der Harnanalyse und ähnlichen methodischen 
Fehlern. 

In der Tat ergaben auch schon die nächstfolgenden sorg- 
fältigen Versuche ein ganz anderes Resultat. 

Lehmann!) nahm im Selbstversuch 30,16 g Stickstoff in 
gekochten Hühnereiern auf und schied davon innerhalb 24 h 
25,6 g, also 85% allein im Harn aus. 

Bidder und Schmidt?) haben die Frage an vier Hunden 
und drei Katzen geprüft und fanden bei zwei Katzen in langen 
Versuchen (9 und 23 Tage) mit reinem Fleisch ein Defizit von 
nur 2—3%. Sie erklären die Differenz nur durch Ansatz oder 
Verlust stickstoffhaltiger Körpersubstanz und leugnen die Anteil- 
nahme erheblicher Mengen gasförmigen Stickstoffes. 





Versuch I. 
Aufgenommen . . . 2... N = 40,39 g 
Ausgeschieden. . . .... N = 40,14 g 
Defizit . . 2 2 2 220. N = 025g 
Gewichtszunahme . .... 27,3 g 


Versuch II. (Die Gesamtbilanz ist nicht angegeben.) 
23 x 4,73 (Mittel) zusammen 108,8 
23 x 4,64 „ F 106,5 
EE ENEE Se 
Gewicht unverändert. 


Bidder und Schmidt haben zwar nur den Harnstoff be- 
stimmt, aber durch Kontrollproben gezeigt, daß der Katzenharn 





1) Lehmann, Untersuchungen über den menschlichen Harn. Journ. 
pr. Chemie 27, 257, 1842. 
2) Bidder und Schmidt, Verdauungssäfte. Leipzig 1852, 333, 339. 
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keine Harnsäure und nur Spuren anderer stickstoffhaltiger or- 
ganischer Substanzen enthält. Insofern und vor allem, weil sehr 
häufig die Analysen außer mit Platinchlorid auch nach Dumas 
vorgenommen wurden, sind die Stickstoffbestimmungen von 
Bidder und Schmidt im Harn als richtig anzusehen. 

Jedoch sind eine Reihe weiterer Versuche mit zu bedeutenden 
Gewichtsschwankungen einhergehend; so werden also durch die 
Frage des Ansatzes resp. der Einschmelzung von Körperstickstoff 
die Versuchsbedingungen so sehr kompliziert, daß diese Versuche 
zur Entscheidung sehr wenig geeignet erscheinen. 

Andererseits sind die beiden zitierten Versuche ohne erheb- 
liche Veränderung des Körpergewichtes als die ersten exakten 
Bilanzversuche anzusprechen und ergeben, wie gesagt, keinen 
Hinweis auf eine Anteilnahme elementaren Stickstoffes am Stoff- 
wechsel, da die gefundenen Differenzen innerhalb der Fehler- 
grenze liegen. 

Bischoff!) benutzte zuerst die Liebigsche Harnstoff- 
bestimmung und fand in drei Hundeversuchen wieder 30% 
Defizit, trotzdem die Tiere eine geringe Gewichtsabnahme zeigten. 
Einmal fand er von 141,8 unter Anrechnung des Körpergewichts- 
verlustes (= 6,37 g Stickstoff) 55,25g, das andere Mal von 
156 : 46,47 g, das drittemal von 70,6g 28 g. Defizit im Harn, 
also ganz enorme Zahlen. Allerdings war das Fleisch nicht analy- 
siert, sondern sein Stickstoffgehalt auf 15,05%, angenommen. 
Im Kot fand sich nur sehr wenig Stickstoff. 

Auch bei Brot- und Kartoffelfütterung zeigte sich ein erheb- 
liches Defizit im Harn, doch ist hier der Kot nicht analysiert, 
die Zahlen also absolut wertlos, da gerade bei dieser Kost sehr 
erhebliche Mengen Stickstoff in den Kot übergehen. 

Auch bei Kaninchen mit Weizen- und Erbsenfütterung fand 
sich ein sehr erhebliches Defizit, doch ist auch hier der Kot nicht 
berücksichtigt. 

Vor allem sind diese Versuche deshalb schon für die Ent- 
scheidung unseres Problems nicht belangreich, weil Bischoff 
mit vollem Bewußtsein eben nur den Harnstoff bestimmt hat; 
er legte weder auf den Kot noch auf den übrigen Harnstickstoff?) 


1) Bischoff, Der Harnstoff als Maß des Stoffwechsels. Gießen 1853. 
2) Der allerdings beim Hunde sehr unbedeutend ist. Harnsäure 
kommt so gut wie gar nicht in Betracht, s. a. (Hoppe-Seyler l. c. s. u.) 
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irgend welchen Wert. Er hält übrigens den Harnstoff für das 
einzige stickstoffhaltige Endprodukt des Stoffwechsels und glaubt, 
daß aus ihm sekundär CO, und NH, entstehen, die außer durch 
die Lungen auch im Harn, von ihm nicht mitbestimmt, er- 
scheinen könnten. 

Wir müssen also die Bischoffschen Untersuchungen über- 
haupt aus der Geschichte dieses Problems streichen. Ganz ab- 
gesehen von der Frage, ob seine Methoden in bezug auf die Größe 
der Einfuhr und Ausfuhr von Stickstoff ungenau gewesen sind, 
so ist vor allem zu betonen, daß er nur konstatiert hat oder 
haben will, daß ein Teil des eingeführten Stickstoffes nicht als 
Harnstoff wiederzufinden ist, daß er aber an das Problem der 
Stickstoffbilanz gar nicht gedacht hat, zum mindesten aber 
es durch seine Versuche nicht entscheiden konnte. 

Hoppe-Seyler!) fand im siebentägigen Hundeversuch ein 
Defizit von 15%; bei Fleischnahrung E 88,3, A 74,7, Verlust 
13,66 g = 15%, und ein sehr viel höheres bei Fleisch-Zucker- 
fütterung. 

E. 86,4 A. 47,5 D. = 38,9 g = ca. 44%, 
doch glaubt Hop pe-Seyler selbst durchaus nicht an das Ent- 
weichen solcher Mengen von elementarem Stickstoff, vielmehr 
an Stickstoffansatz des an Gewicht zunehmenden Tieres. Außer- 
dem nennt er selbst seine Harnstoffbestimmung eine recht un- 
genaue. 

Man tut auch aus anderen Gründen am besten, die ersten 
Bischoffschen Bilanzversuche mit dem großen Defizit einfach 
aus der Diskussion zu lassen. Bischoff hat sie nämlich in seiner 
zweiten großen Arbeit mit Voit?) selbst aufgegeben. 

Nach Bischoff sind die Versuche deshalb wertlos für die 
Frage, weil trotz scheinbarer Gewichtsgleichheit doch Ansatz 
oder Einschmelzung von Körperstickstoff eingetreten sein kann, 
der durch Wasserveränderungen ausgeglichen worden ist. Nament- 
lich meint er, daß vorher schlecht (mit Brot und Brühe) ge- 
fütterte Hunde beim Übergang zu reicher Fleischnahrung, wie 
es bei seinen ersten Versuchen der Fall war, gewaltige Stickstoff- 


1) Hoppe-Seyler, Über den Einfluß des Rohrzuckers auf die Ver- 
dauung. Virchows Archiv 10, 144. 1856. 

2) Bischoff und Voit. Die Gesetze der Ernährung des Fleisch- 
fressers. Leipzig 1860. 
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mengen ansetzen können, ohne daß diese im Gewicht des Gesamt- 
körpers zum Ausdruck kommen. 

Ob diese Ansicht Bischoffs nun zutrifft, oder ob nicht 
vielmehr seine Resultate auf analytische Fehler und das Außer- 
achtlassen des Harnammoniaks und des Kotes zurückzuführen 
sind, sei dahingestellt. Jedenfalls ist aber wichtig, daß Bischoff 
dadurch klar und präzise die enormen Schwierigkeiten solcher 
Bilanzversuche ins Licht gerückt hat. 

Abgesehen von allen analytischen Fehlerquellen ist gerade 
diese Frage, ob die Versuchstiere tatsächlich im Gleich- 
gewicht geblieben sind, die Hauptschwierigkeit exakter Bilanz- 
versuche. Immer wieder muß sich diese Frage erheben, ob ein 


Überschuß oder Defizit an Stickstoff nicht doch viel eher durch 


Einschmelzung oder Retention erklärt werden muß, als durch 
Anteilnahme gasförmigen Stickstoffes. 

Freilich kann man andererseits sich das Recht nehmen, ein 
ständiges Gleichgewicht der Stickstoffeinnahmen und -Ausgaben 
bei langen Versuchen mit Gewichtskonstanz auf ein wirkliches 
Stickstoffgleichgewicht zu beziehen. So würden aber unberech- 
tigterweise immer nur positive Resultate — Erzielung 
von Stickstoffgleichgewicht — zählen, Abweichungen davon 
aber eigentlich nie mit Sicherheit als Gegenbeweis gelten dürfen. 
Und dies erklärt, warum trotz der sorgfältigen Voitschen Arbeiten, 
auf die wir gleich näher eingehen werden, die Frage nach dem 
Stickstoffgleichgewicht immer noch als eine offene angesehen 
wurde, um so mehr, als die souveräne, theoretisch absolut ein- 
wandsfreie Methode der direkten gasanalytischen Bestimmung 
im Respirationsversuch infolge der ungeheuren technischen 
Schwierigkeiten versagte und bei verschiedenen Versuchen zu 
unter sich entgegengesetzten Resultaten führte. 

Wenn man indessen von diesem logischen Einwand absieht, 
daß Versuche, gegen die es keinen exakten Gegenbeweis geben 
kann, auch immer nur eine begrenzte Beweiskraft haben können, 
so hat doch immerhin Voit in seinen gewaltigen Arbeiten ein 
sehr erhebliches Material zugunsten der Gleichgültigkeit des 
elementaren Stickstoffes dargeboten. Auf Grund dieser 
sehr zahlreichen Versuche!) kann man seine Annahme anerkennen, 


1) Voit, Physiologisch-chemische Untersuchungen. 1857. 
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daß bei reiner Fleischfütterung an großen, wohlgenährten Hunden 
bei langen Versuchen die geringen Schwankungen des Körper- 
stickstoffes sich ausgleichen, daß also tatsächlich Stickstoff- 
gleichgewicht herrscht!), und dann sind auch, vorausgesetzt, daß 
seine Methode keine konstanten Fehler bedingt, seine Schlüsse 
auf dieses Problem bindend, die ergeben, daß bei seiner Methodik 
eine Anteilnahme elementaren Stickstoffes nicht ersicht- 
lich ist. 

Allerdings sind nun aber gegen seine Methodik gewichtige 
Einwände erhoben worden, auf die wir später zurückkommen 
werden. 

Voit ging bei seinen ersten Arbeiten selbst von der An- 
nahme seines Lehrers Bischoff aus, daß tatsächlich ein Verlust 
an Stickstoff eintritt. Er suchte zuerst nach andersartigem 
Stickstoff im Harn und fand, daß Hundeharn nur ganz unbedeu- 
tende Stickstoffmengen enthält, die nicht Harnstoff sind; er 
fand ferner, daß auch der Fleischkot nur sehr wenig zur Erklärung 
des Defizite beitragen kann. 

Voit fütterte dann große Hunde mit reinem Fleisch unter 
Anwendung aller Kautelen und fand, daß das erwartete Stick- 
stoffdefizit ausbleibt. 


Erste Reihe: 
5 Hunde, viermal 3 Tage, einmal 4 Tage. 
















N- | Ges.- 

Einnahme | a PS Ausg. Dii, 
117,2 | 1156 26 118,2 | +10 | +08 | —830g 
121,1 | 1187 25 212 | +01 | +0,09 | — 53, 
180,5 | 174,5 24 1779 | —26 | -ıa |+9, 


1355 | 1321 5,0 137,1 +16 | +1,15 | —208 „ 
2040 | 197,5 107 | 2082 | +42 | +2,03) | —255 „ 





1) Voit, Ausscheidungswege des Stickstoffes. Zeitschr. f. Biol. 25, 1866. 

2) Diese beiden Versuche sind an Hunden mit Gallenfisteln ausgeführt, 
die Ausscheidung versteht sich für den Stickstoff des Harns und Kots 
inkl. Galle, auf die 1,7 resp. 2,1 entfallen. Daß mit der Galle etwas Sekret- 
stickstoff mit ausgeschieden wird, der beim normalen Tier wohl zum großen 
Teil in den Stoffwechsel zurückkehrt, ist einleuchtend. Die etwas größeren 
Stickstoffzahlen dürften sich wohl ungezwungen darauf zurückführen 
lassen. 
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Zweite Reihe:!) 
Großer Hund (dasselbe Tier bei allen Versuchen). 


1. Dreitägiger Versuch: 


E. 49,0 A. 50,3 D. 13= +2,7% 
2. 6 Tage: 

E. 163,2 A. 168,5 D 5,3 = +32% 
3.2) 49 Tage: 

E. 2499 A. 2525,6 D. 26,6 = +1,0% 
4. 7 Tage: 

E. 306,0 A. 308,5 D 25 = +0,7% 


In diesen vier Versuchen war vorher gemischte Kost ge- 
geben, es bestand also noch kein Stickstoffgleichgewicht. 


5. 9 Tage: 

E. 459,0 A. 460,7 D 17= +0,4% 

Vorher Hunger, also ebenfalls kein Stickstoffgleichgewicht. 

6. 11 Tage: 

E. 561,0 A. 554,3 D —6,7 = —1,0% 
7. 6 Tage: 

E. 306,0 A. 307,2 D. 1,2 = +0,4% 

Vorher Fleisch-Fettfütterung. 

8. 12 Tage: 

E. 612,0 A. 611,9 D. —0,1 = +0% 

Vorher gemischte Kost. 

9. 13 Tage: 

E. 663,0 A. 655,7 D. —7,03 = —1,1% 

Vorher Fleisch (sehr reichlich) und Fett. 

10. 14 Tage: 

E. 714,0 A. 718,5 D. 4,5 = +0,6% 


Vorher 42 Tage je 500 g Fleisch. 


1) Zeitschr. f. Biol. 2, 25. 
2) Zit. a. Voit: Über den Einfluß des Kochsalzes usw. 
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1l. 23 Tage: 
E. 1173,0 A. 1176,9 D. 39 = +0,3% 
Vorher 3 Tage je 480 g Fleisch. 


12. 5 Tage: 

E. 303,3 A. 301,7 D 11,6 = —0,5% 

Vorher Brotfütterung. 

13. 5 Tage: 

E. 306,0 A. 299,6 D. —6,4 = —?% 

Vorher 41 Tage Brotfütterung. 

14. 7 Tage: 

E. 428,4 A. 422,0 D. —6,4 = —1,5% 
15. 8 Tage: 

E. 544,0 A. 544,3 D. +0,3 = +0,1% 

Vorher 20 Tage reine Fleischkost, je 1500 g. 

16. 5 Tage: 

E. 340,0 A. 335,1 D — 4,9 = —1,1°%, 
17. 3 Tage: 

E. 224,4 A. 220,7 D —3,7 = —1,6°%%, 
18. 4 Tage: 

E. 299,2 A. 295.2 D. — 4,0 = —1,4% 
19. 1 Tag: 

E. 85,0 A. 86,5 D. 15=+4+17% 
20. 1 Tag: 

E. 85,0 A. 85,4 D. 0,4 = +0,5% 


Nr. 17—20 bei vorheriger Fleischfütterung. 


Diese Versuche werden weiterhin ergänzt durch eine dritte 
Reihe, bei der je 500 g Fleisch und daneben Fett resp. Stärke 
gereicht wurde. Es seien aus dieser Reihe wenigstens noch die 
längeren Versuche mitgeteilt. 


Dritte Reihe. 
2. 20 Tage: 


E. 340,0 A. 335,2 D. —4,8 = —1,4% 
Fett 100 g. 
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3. 58 Tage: 

E. 986,0 A. 982,8 D. —3,2 = —0,3%, 
Fett 200 g. 

4. 5 Tage: 

E. 136,0 A. 133,4 D: —2,6 = —1,9% 
Fett 200 g. 

7. 8 Tage: 

E. 408,0 A. 403,2 D. —4,8 = —12% 

Vorher Fleisch; im Versuch 1500 Fl. u. 30 Fett. 
9. 8 Tage: 
E. 408,0 A. 408,3 D. +0,3 = +0,07% 


Vorher Fleisch; im Versuch 1500 Fleisch u. 150 Fett. 
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Unter der Wucht der Voitschen Versuche mußten objektive 
Beurteiler die Wahrscheinlichkeit der Passivität des elementaren 
Stickstoffes für den Hund zugeben; nun verschanzten sie sich 
aber hinter der Annahme, daß eben nur für den Voitschen 
ständigen Versuchshund diese Versuche Geltung hätten, daß 
dagegen für andere Tiere nach wie vor eine erhebliche Exhalation 


anzunehmen nötig sei. 


So mußte Voit noch weiteres Material an anderen Hunden 


herbeischaffen, dann auch an anderen Tieren. 


Hunde. 
48 Tage (Fleisch und Milch): 
E. 1729,6 A. 1743,0 D. = +0,7% 
42 Tage (Brot ad libitum, Milch): 
E. 415,6 A. 416,0 D. = +0,1% 
6 Tage (Fleisch): 
E. 204,0 ° A. 205,5 D. = +0,1% 


Ähnlich noch verschiedene andere kurze Versuche. 


Katze. 
10 Tage (Fleisch): 
E. 85,0 A. 82,7 D. = —2,7% 
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Auf die Versuche an nicht fleischfressenden Tieren, Rindern, 
Schafen usw., sowie Vögeln werden wir nachher im Zusammen- 
hang eingehen, ebenso auf die an Menschen durchgeführten 
Bilanzversuche. 

Nur mit großer Reserve sind hier die Versuche von 
Munk!) zu verwerten, der bei seinen Bemühungen, das Eiweiß- 
minimum für den Hund zu finden, in einigen Versuchen Gleich- 
gewicht fand, in vielen anderen aber nicht. Da hier eben absicht- 
lich ganz andersartige Bedingungen geschaffen wurden, sollen 
die Versuche nur zur Vollständigkeit erwähnt werden. 


20 Tage: 
E.p.d.5,1 A.p.d. 5,0 D — 0,1 = —2% 

23 Tage: 
E. p. d. 2,7 A. p. d. 2,7 D. 0= 0% 

8 Tage: 
E. p. d. 2,7 A. p. d. 2,7 D. 0= 0% 


21 Tage: 
E. p. d. 2,7 A. p. d. 2,8 D. + 0,1 = +3,5% 


Dasselbe gilt von Marcuses?) Resultaten, der ebenfalls 
geringe Eiweißmengen neben viel stickstofffreier Kost gab. Er 
fand ebenfalls meist annäherndes Gleichgewicht. Eine zahlen- 
mäßige Erwähnung kann hier des mangelnden Interesses wegen 
unterbleiben. 

Diese, die Ausscheidungen von elementarem Stickstoff an- 
scheinend ausschließenden zahlreichen Bilanzversuche, die sich 
allein auf den Stickstoff bezogen, sind weiterhin von Not?) 
und seinen Mitarbeitern noch auf die Bilanz der anderen Stoffe 
ausgedehnt worden. Die diesen mühsamen Versuchen zugrunde 
liegende Idee war, daß in dem Falle, daß die Differenz zwischen 
Einnahme und Ausscheidung des Stickstoffes nicht durch Anteil- 
nahme elementaren Stickstoffes, sondern durch Ansatz resp. 
Einschmelzung von Körpersubstanz erklärt werden muß, auch 
die übrigen Stoffe gleichlaufende Verschiebungen aufweisen 


1) Munk, Virch. Arch. 132, 96. 
2) Marcuse, Pflügers Archiv 64, 245. 
3) Voit, Zeitschr. f. Biol. 2, 50, 227, 1866. 
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müssen. Die Versuche sollten mit anderen Worten indirekt den 
Schluß stützen, daß bei Stickstoffgleichgewicht allge- 
meines Stoffgleichgewicht und bei Stickstoffungleich- 
gewicht allgemeines Stoffungleichgewicht herrschen 
soll. 

In dieser Absicht hat Voit Hunden, die sich im Stickstoff- 
gleichgewicht befanden, zu ihrer reinen Fleischnahrung noch 
reinen Harnstoff zugesetzt und auch diesen quantitativ im Harn 
wiedergefunden. 

Vor dem Versuche erhielt der Hund in 9 Tagen 91,8 g Stick- 
stoff, von denen sich 89,6 im Harn und Kot wiederfanden 
(D. —2,4%). Dann erhielt er dazu in 9 Tagen 28,1 g Stickstoff 
in Form von Harnstoff dazu. 

E. = 119,9 A. = 119,1 D. = —0,6%. 
Analog verlief ein zweiter, kurzer Versuch. Diese Versuche 
stehen im Einklange mit denen von Neubauer!), der in fünf 
Versuchen von 10g Salmiak 9,96 im Harn wiedergefunden hat. 

Neben diesem mehr indirekt auf die Stickstoffbilanz bezüg- 
lichen Versuch ist man dann aber auch dazu übergegangen, die 
Bilanz der anderen Stoffe gleichzeitig mit der Stickstoffbilanz zu 
bestimmen. Der bedeutendste hierher gehörige Versuch ist der 
von Voit und Pettenkofer?) durchgeführte, in dem in 21 Tagen 
die gesamte Einnahme und Ausgabe bestimmt wurde. 
Der Hund befand sich im Stickstoffgleichgewicht. Es wurden 
seine Einnahmen (Fleisch und Sauerstoff), sowie die Ausgaben 
im Kot, Harn und Exspirationsluft bestimmt. Das Resultat eines 
24stündigen Versuches war folgendes: 





Einnahmen Ausgaben 
Kohlenstoff `, . . . 2 2 2 2 2 2 0. 187,8 184,0 
Wasserstoff . . . 2 2 2 2 2 2 2 ne. 152,5 157,3 
Stickstoff . 4.52 = e e 51,0 51,1 
Sauerstoff `, a a 1566,4 1599,7 
Salze: vr aaia e a Er EE ae da 19,5 19,7 
1977,2 2011,8 


D. = 34,6 = + 1%, der Gesamtbilanz. 


1) Neubauer, Über den Ammoniakgehalt des menschlichen Harns. 
Journ. f. prakt. Chemie 64, 278, 1855. 

2) Pettenkofer und Voit, Über die Produkte der Respiration usw. 
Liebigs Ann. 2, Suppl.-Bd. 361, 1863. 
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Unter diesen Umständen gewinnt natürlich auch die genaue 
Übereinstimmung der Stickstoffbilanz sehr große Bedeutung. 
Es ist doch kaum möglich, aus diesen Zahlen, die die völlige 
restlose Aufarbeitung aller Elemente der Fleisch- 
nahrung ergeben, etwas anderes zu entnehmen, als das Gleich- 
gewicht auch des Stickstoffes. 

Besonders das Gleichgewicht der Aschenbestand- 
teile ist von Interesse, denn wenn aus dem Körper losgerissener 
Stickstoff in die Luft ginge, so müßte doch diejenige Menge Asche, 
die mit dieser Stickstoffmenge vorher verbunden war, sich über- 
schüssig in den Exkrementen vorfinden. 

Voit!) hat diese Erwägung auch auf die zahlreichen oben 
erwähnten Bilanzversuche ausgedehnt. Der Aschengehalt frischen 
Fleisches ist nach Voit 1,25%. Die Relation von Harnstoff 
zu Asche im Harn im Mittel nach Voit 6,7 : 1; daraus hat Voit 
für die oben aufgeführten Versuchsreihen die Aschenbilanz be- 
rechnet und findet Differenzen von 1,4 bis —4,1%. 

Ähnlich wie die Asche folgt auch die Phosphorsäure den 
Ausscheidungsbedingungen des Stickstoffes, wie Versuche von 
Bischoff?) sowie Stohmann?) erweisen. Schließlich ist von 
Voit und Bischoff sowie später von Gruber) gezeigt worden, 
daß auch die Schwefelbilanz der Stickstoffbilanz parallel geht. 

So hat Bischoff?) bei einigen Versuchen gleichzeitig die 
Phosphorbilanz und die Stickstoffbilanz bestimmt. Von den 
längeren seien einige erwähnt: 








Eine Möglichkeit des Verschwindens erheblicher Stickstoff- 
mengen ist nicht zu erkennen, da die geringen Verluste in den 


1) Voit, Zeitschr. f. Biol. 1, 137. 

2) Bischoff, Zeitschr. f. Biol. 3, 309, 1867. 
3) Stohmann, Biol. Studien 1, 150, 1873. 
4) Gruber, Zeitschr. f. Biol. 16, 397, 1880. 
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Ausscheidungen ebenso auf Ansatz zu beziehen sind wie die 
Phosphorverluste. 

Einige andere Versuche mit viel stickstoffärmerer Ernährung 
sind fortgelassen, da bei ihnen offenbar Einschmelzung von 
Körpereiweiß eintrat. Man sieht, daß die Stickstoff- 
bilanz mit der Phosphorbilanz völlig parallel geht. 

Wenn man dieses überwältigende Material, das Voit und 
seine Mitarbeiter in diesen Versuchen zusammengetragen hat, 
vorurteilsfrei betrachtet, so kann man nicht anders als ihm 
zustimmen, daß die Anteilnahme elementaren Stick- 
stoffes im Stoffwechsel des Hundes und der Katze in 
irgendwie erheblicher, die Fehlergrenze übersteigender Menge 
dadurch ausgeschlossen ist. Die sich ergebenden Differenzen 
schwanken in recht kleinen Grenzen um den Nullpunkt herum, 
und die Versuche sind zahlreich genug, um einen Zufall aus- 
zuschließen. Leider fehlen die Angaben über die Gewichts- 
schwankungen des Tieres fast ganz. Immerhin sind alle Annahmen, 
die diese konstanten Beziehungen anerkennen und trotzdem 
an die Möglichkeit eines anderweitigen Stickstoffverlustes glauben, 
derartig gezwungen, daß Voit nach objektivem Gefühl wahrlich 
nicht so energischer Worte und so langer Auseinandersetzungen 
bedurft hätte, um sie zu widerlegen. Freilich stand er in heftigster 
Polemik gegen die meisten zeitgenössischen Physiologen, die 
ex cathedra seine revolutionierenden Ideen mit dem Anathema 
belegten. 

Bleibt also nun die zweite entscheidende Frage, ob denn 
die Tatsachen richtig sind. Das kann bei einem so zuverlässigen 
Forscher wie Voit natürlich nichts anderes heißen, als daß man 
die Methoden anzweifeln kann. Dies ist denn auch in ausgiebigstem 
Maße geschehen. Wir werden diese Kritik an den Methoden weiter 
unten im Zusammenhang geben. 

Nachdem schon Voit den größten Teil seines Materials 
an Hunden veröffentlicht hatte, erschien eine Arbeit von Seegen!), 
die wieder im strikten Gegensatz dazu angab, daß in einigen 
Versuchen ungeheure Mengen von Stickstoff in den Ausschei- 
dungen nicht auffindbar waren, Mengen, die auf einen Fleisch- 
ansatz allein unmöglich zurückzuführen seien. 





1) Seegen, Über die Ausscheidung des Stickstoffes. Wiener Akad. 
95, II. Abt., 357, 1867. 
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Seegen fand Verluste von 20%, und darüber in längeren 
Perioden mit reiner Fleischnahrung. In anderen Versuchen 
fehlten sie aber, oder es fand sich sogar ein Überschuß. Sämtliche 
Versuche sind mit so großen Gewichtsschwankungen verbunden, 
daß sie höchst unübersichtlich werden. 

Eine Kritik dieser Versuche ist nicht möglich. Die Zahlen 
stehen da, sie widersprechen der ungemein großen Anzahl Ver- 
suche anderer Autoren absolut, ohne daß eine Fehlerquelle 
ersichtlich wird. Es sind nur ganz wenige Versuche, denen, 
wie gesagt, andere mit geringem Defizit gegenüberstehen. 


Einwände gegen die Voitschen Bilanzversuche. 


Wir haben aus den Arbeiten Voits, denen sich die anderen 
erwähnten Versuche als Unterstützung seiner Resultate an- 
reihen, den Schluß gezogen, daß sie die Gleichgültigkeit des 
elementaren Stickstoffes für die Stoffwechselbilanz beim Hunde 
wahrscheinlich machen. 

Es sind nun aber gegen ihn Einwände erhoben worden, die 
man prinzipiell in zwei ganz verschiedene Kategorien sondern 
kann, nämlich: 

l. die Anzweiflung seiner Schlüsse, vorbehaltlich der vor- 
läufigen Anerkenntnis seiner Zahlen; 

2. die Anzweiflung seiner Zahlen, hervorgegangen aus kriti- 
schen Einwänden gegen seine Methodik. 

Eine Kombination beider Arten von Einwänden, die sich 
demnach gegen die Voitschen Arbeiten in ihrer Gesamtheit, 
allerdings noch vor Veröffentlichung eines großen Teiles seines 
Materials, richten, ist die äußerst scharfe Polemik von Vogt!), 
die eine absolute Verurteilung der Voit-Bischoffschen Arbeiten 
sowohl in ihren Versuchen als auch in den daraus gezogenen 
Induktionen auf den gesamten Stickstoffwechsel in sich schließt. 

Die eine Reihe von Einwänden Vogts kann man der ersten 
Kategorie unterordnen. Unter vorläufiger Anerkenntnis der 
objektiv gefundenen Zahlen leugnen sie die Berechtigung der 
Voitschen Schlüsse und damit die ganze auf Voits Schultern 
stehende Lehre vom Eiweißstoffwechsel. 


1) Vogt, Unters. über die Absonderung des Harnstoffs usw. Mole- 
schotts Unters. z. Naturlehre 7, 489, 1860. 
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‘So wichtig und für viele Fragen berechtigt diese äußerst - 
scharfen Angriffe sind, so kann doch an dieser Stelle auf 
eine genaue kritische Besprechung verzichtet werden. Einer- 
seits hat Voit selbst in seinen späteren Arbeiten namentlich "` 
in der oft zitierten Abhandlung im zweiten Bande der Zeit- 
schrift für Biologie sie ausführlich gewürdigt, andererseits be- 
ziehen sie sich zum mindesten Teil gerade auf das Stickstoff- 
problem, mit dem wir doch im Grunde hier ausschließlich zu tun 
haben. 

Wir können die Vogtschen prinzipiellen Einwände im 
großen und ganzen daraufhin präzisieren, daß sie für unser 
vorliegendes Problem!) nicht mehr umschließen als die 
Bedenken, die wir oben selbst geltend gemacht haben. Um es 
zu wiederholen, leidet das ganze Problem an dem schwerwiegenden 
Mißstande, daß es nicht durch Gegenversuche zu entscheiden 
ist, daß zwar eine große Anhäufung von positiv (für die Gleich- 
gültigkeit des elementaren Stickstoffes) zu verwertendem Material 
die Passivität immer wahrscheinlicher macht, daß aber alle 
negativen (also Differenzen zwischen Einnahme und Ausgabe 
ergebenden) Resultate nie die wirkliche Anteilnahme des 
elementaren Stickstoffes beweisen können, sondern sich fast 
immer zwanglos auf Verschiebungen des Körperstickstoffes 
deuten lassen. | 

Aus den Vogtschen Ausstellungen dieser Kategorie hat 
eigentlich nur ein Einwand unbedingte Berechtigung, nämlich 
die Forderung langdauernder Versuche mit gleicher Nahrung, 
um die Schwankungen in der Zusammensetzung des Versuchs- 
tieres auf ein Minimum zu beschränken. Doch hat Voit eben 
in den späteren Arbeiten dieser Forderung Genüge getan. Damit 
zusammenhängend erledigt sich auch der Einwand der ungleich- 
mäßigen Beschaffenheit des Kotes, da bei langdauernden reinen 
Fleischversuchen der Kot genügend gleichmäßig wird, im übrigen 
dabei so geringfügig an Menge ist, daß kleine Fehler keine er- 
hebliche Rolle mehr spielen. 


1) Ich möchte, um Mißverständnissen vorzubeugen, nochmals be- 
merken: Nur für das Stickstoffproblem, nicht etwa für die Harnstoff- 
bildung aus Muskel, Einfluß der Arbeit auf Muskelumsatz resp. Harnstoff- 
bildung, Luxuskonsumption usw. In diesen wichtigen Fragen hat Voit 
ja in vielen Punkten weichen müssen. 


Biochemische Zeitschrift Band IV. 24 
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Weitere Einwände beziehen sich auf die Fehlerquellen 
durch Ammoniakausscheidung, durch Haare und Nägel, 
Schweiß usw. Diese Dinge müssen zweifellos berücksichtigt 
werden. Wir wollen nun sehen, wie groß die durch ihre Vernach- 
lässigung erwachsenden Fehler sein können. 

Eine dieser Fehlerquellen für Stickstoffbilanzen ist die 
etwaige Abgabe erheblicher Mengen von Ammoniak durch die 
Lungen und eventuell die Haut. Da im Stoffwechsel zweifellos 
Ammoniak gebildet wird, so ist diese Möglichkeit sehr naheliegend. 

Der Entscheidung dieser Frage sind zahlreiche Versuche 
gewidmet, aus denen hervorgeht, daß die entstandenen Quanti- 
täten außerordentlich klein sind und im Versuch vernach- 
lässigt werden dürfen, um so mehr, als Regnault und Reiset 
in Kontrollversuchen ohne Tier ebenfalls ähnliche minimale 
Mengen fanden, und auch Pettenkofer und Voit nicht mehr 
als in der Luft an sich enthalten war. 

So sei hier nur kurz erwähnt, daß folgende Angaben sich 
in der Literatur finden: 


Für 24 Stunden. 
Mensch `, . . ..... 0,0516 Thomson!), 
Ee WE ie a a 0,011 Lossen?), 
Fe EE 0,0187 Reuling?), 


„ Ca. i. Mittel . . 0,04 Grouven®), 
Hund x: 2.2.2 re 0,0389 Grouven‘), 
„ Ca. i. Mittel. . . 0,12 Schenk’), 

Ochse ca. i. Mittel . . 0,3 
ae 2 d 2:8... 8-2. % 0,215 Grouven®), 


Hammel ca. i. Mittel . 0,03 


Auch bei Kälbern, Schweinen usw. fand Grouven minimale 
Ammoniakausscheidungen. Diese Ausscheidung scheint fast 


1) Thomson, On the exhalation of bicarbonate of ammonia by the 
lungs. Philos. Magaz. 30, 124, 1847. 

2) Lossen, Zeitschr. f. Biol. 1, 207, 1865. 

3) Reuling, Über den Ammoniakgehalt der exspir. Luft. Diss. 
Gießen 1854. 

4) Grouven, Phpysiologisch-chemische Fütterungsversuche. 2 Ber. 
119, 235, 1864. 

5) Schenk, Der Ammoniak unter den gasförmigen Ausscheidungs- 
rrodukten. Pflügers Archiv 3, 470, 1870. 
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oder ganz ausschließlich durch die Lungen zu erfolgen. Bachl!) 
fand an Katzen gar keine Ammoniakausscheidung. 

Im Gegensatz zu den zweifelhaften, jedenfalls aber sehr 
geringfügigen Ammoniakverlusten ist die Abgabe von Stickstoff 
in Haaren und Hornsubstanz ein zweifellos feststehender 
Faktor des Stickstoffumsatzes. 

Diese Werte müssen bei genauen Bilanzen in Rechnung 
gestellt werden, sind aber auch nicht sehr groß. 

Beim Hunde hat Voit?) den durchschnittlichen täglichen 
Verlust während 365 Tagen zu 0,18 g Stickstoff bestimmt. Für 
andere Tiere sind andere Werte eruiert, für den Menschen liegen 
einwandfreie Zahlen bisher nicht vor. 

Beim Ochsen hat Grouven (l. c.) den Haarverlust im Jahr 
auf ca. 1000 g = 170 g Stickstoff bestimmt, pro Tag also ca. 0,5 g, 
also auch eine Zahl, die bei dem gewaltigen Umsatz des Tieres 
wenig in Betracht kommt. Stohmann?) setzt den Haarverlust für 
Ziegen auf 0,2 g täglich, für Hammel auf 0,75—0,8 g Stickstoff an. 

Der Stickstoffverlust in Auswurf und Schweiß ist natür- 
lich in Betracht zu ziehen, wenn größere Mengen ausgeschieden 
werden. Daß im Speichel und Sputum Stickstoff enthalten ist, 
ist selbstverständlich; und wenn sie in einem Versuche irgendwie 
über sehr geringe Mengen hinaus abgesondert werden, so muß 
ihr Stickstoffgehalt eben berücksichtigt werden. 

Über die Ausscheidungsgröße des Stickstoffes im Schweiß 
dagegen ist viel gearbeitet worden. Wir können an dieser Stelle 
die älteren Arbeiten, die sich häufig direkt widersprechen, über- 
gehen. Die neueren Arbeiten ergeben übereinstimmend, daß 
wenigstens in der Wärme, vor allem aber bei körperlicher Arbeit 
die Stickstoffmengen im Schweiße des Menschen nicht vernach- 
lässigt werden dürfen. Cra mert), Harnack) sowie Camerer®) 


1) Bachl, Zeitschr. f. Biol. 5, 61, 1869. Über die Ausscheidung von 
von Ammoniak usw. 

2) Voit, Zeitschr. f. Biol. 2, 207, 1866. 

3) Stohmann, Biol. Studien 1, 124. Braunschweig 1873. 

4) Cramer, Beziehung der Kleidung zur Hauttätigkeit. Arch. f. 
Hygiene 10, 231. 

56) Harnack, Zusammensetzung des menschlichen Schweißes. Fort- 
schr. d. Med. 1893, 91. 

6) Camerer, Chemische Zusammensetzung des Schweißes. Zeitschr. 
f. Biol. 41, 271. 

24% 
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haben im Schweiße den Harnstoff chemisch nachgewiesen, dann 
hat man später, z. B. Argutinsky!), den abgesonderten Schweiß 
in den Unterkleidern aufgefangen und quantitativ auf Stickstoff 
untersucht, wie dies besonders von Zuntz?)®) und seinen Mit- 
arbeitern bei den Studien über den Marsch und das Verhalten 
des Menschen im Hochgebirge getan worden ist. Versuche der 
quantitativen Bestimmung in heißer Luft haben Linser und 
Schmid?) ausgeführt. Es geht daraus hervor, daß die Aus- 
scheidung in der Hitze und bei der Arbeit unter Umständen sehr 
erheblich werden, bis auf 10% der Gesamtausscheidung und 
darüber steigen kann, so daß der Schweißanteil des Stickstoffes 
bei allen Versuchen unter solchen Umständen zweifellos berück- 
sichtigt werden muß. Dagegen findet Atwater) bei ruhenden 
Versuchspersonen und gewöhnlicher Temperatur die Stickstoff- 
ausscheidung im Schweiß gleich null, so daß er sie vernach- 
lässigen darf. Bei Arbeitsversuchen findet auch er beträchtliche 
Mengen im Schweiß. 

Ich habe diese Dinge gleich hier im Zusammenhang be- 
sprochen, obwohl sie sich nicht nur auf die Voitschen Versuche 
am Hunde beziehen, sondern auf alle Stoffwechselversuche im 
allgemeinen. Es kommt sogar gerade der wichtigste Punkt, der 
Anteil des Schweißstickstoffes, für den Hund überhaupt kaum 
in Betracht, da er nur ganz wenig, wohl nur an den Pfoten, 
schwitzt. 

Den Haarverlust hat allerdings Voit, trotzdem er ihn 
selbst bestimmt hat, bei seinen Versuchszahlen nicht in Ab- 
rechnung gebracht, wir haben es ja aber in der Hand, die kleine 
Korrektur vorzunehmen. Im übrigen ist gerade dieser Fehler 
in den Händen der Anhänger der Stickstoffexhalation gar keine 
Waffe, denn das Außerachtlassen dieser kleinen Stickstoffmengen 


1) Argutinsky, Stickstoffausscheidung durch den Schweiß. Pflügers 
Archiv 46, 594. 

2) Zuntz und Schumburg, Physiologie des Marsches. Berlin 1901. 

3) Zuntz, Loewy, Caspari und Müller, Höhenklima und Berg- 
wanderungen. Berlin 1906. Kap. XIV. 

4) Linser und Schmid, Stoffwechsel und Hyperthermie. Arch. f. 
klin. Med. 79, 526. 

5) Atwater, Neue Versuche über Kraft- und Stoffwechsel. Asher- 
Spiro Ergebn. (1) 3, 497, 1904. 
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könnte doch nur eine solche Exhalation vortäuschen, nie 
aber sie verschleiern. Im Gegenteil ist man berechtigt, kleine 
Defizitgrößen eben darauf zurückzuführen. 

Alle diese Einwände sind also von keinem großen Belang, 
wenigstens nicht für die Voitschen Hundeversuche. 

Von viel größerer Bedeutung als die Vernachlässigung der 
kleinen Verluste sind die Einwände gegen die zahlenmäßigen 
Ergebnisse, d. h. gegen die Methodik. 

Hier ist nun Voit seit Vogt zahlreichen Angriffen aus- 
gesetzt gewesen, die leider nicht grundlos sind. 

Es beziehen sich die Einwände zunächst auf die Benutzung 
von mittleren Analysenzahlen aus den Nahrungsmitteln und den 
Ausscheidungen. In der Tat geht nun aus den Ausführungen 
Vogts (l. c. 506) und auch Grubers!) hervor, daß tatsächlich 
Voit sich die Mittelung zu bequem gemacht hat und 
zu sorglos immer mit denselben Mittelzahlen ope- 
riert hat. 

Es entstehen dadurch zweifellos namentlich bei kurzen 
Versuchen Fehler. Vor allem gilt dies von der Voitschen 
„Fleischmittelzahl“. Er nahm für das nach seiner Methode 
präparierte Fleisch stets den Stickstoffgehalt 3,4%, an, während 
sich erwies, daß die Stickstoffwerte doch zu stark um dieses 
Mittel herum schwanken, als daß diese Abweichungen vernach- 
lässigt werden dürften. 

Weiterhin wurde die Nahrungsmittelanalyse nach der Methode 
Will-Varrentrapp, die Voit benutzt hat, von Seegen und 
Nowak?) angezweifelt, die behaupteten, daß sie bei Eiweiß zu 
niedrige Werte für Stickstoff ergab, aber richtige für Harn 
und Kot, so daß dadurch die Bilanzen gefälscht würden. 

Es würde an dieser Stelle zu weit führen, den Streit um die 
Zuverlässigkeit der Will-Varrentrappschen Methode hier in 
allen Einzelheiten zu referieren, der bei Gruber!) ausführlich 
dargestellt ist. Gruber gelang der definitive Nachweis der 


1) Gruber, Untersuchung über die Ausscheidungswege des Stick- 
stoffes. Zeitschr. f. Biol. 16, 267, 1880. 

2) Seegen und Nowak, Über Bestimmungen des Stickstoffgehalts 
d. Albuminate. Pflügers Archiv 7, 284, 1873. — Über die Methoden der 
Stickstoffbestimmung. Ibid. 9, 227, 1874. — Über den Stickstoffgehalt 
des Fleisches. Sitzungsber. d. Wien. Akad. (2) 72, 1875. 
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Berechtigung der Methode dadurch, daß er den ganzen 
Versuch hindurch sämtliche Analysen sowohl der Nahrung als 
auch der Ausscheidungen außer nach Will-Varrentrapp auch 
nach der stets als richtig angesehenen Methode Dumas durch- 
führte. Er fand in dem gegebenen Fleisch nach Will-Varren- 
trapp 368,53, nach Dumas 367,2 g Stickstoff. 

Um aus Grubers Kontrollanalysen noch einige zu erwähnen, 
fand er beim Vergleich von Dumas und Will-Varrentrapp 
an sechs Fleischproben: 


Dumas Will-Varrentrapp 


Mittel % Mittel % Diff. d Mittel. °% 
14,89 14,917 + 0,027 
14,68 14,61 — 0,07 
15,05 14,936 —0,114 
15,175 15,085 — 0,090 
15,280 15,216 — 0,064 
15,173 15,130 — 0,043 
an Erbsenmehl 
4,13 4,06 ~ —0,07 


Dabei war die größte Differenz der Einzelanalysen nach D u mas 
0,08, nach Will-Varrentrapp 0,3%. 

Abgesehen von Kynurensäure und Fibrinpepton fand er 
die Methode Will-Varrentrapp bei allen physiologisch in 
Betracht kommenden Substanzen brauchbar. 

Direkte Kontrollanalysen bewiesen schließlich die Richtig- 
keit der Dumasschen Methode, die ja heute allgemein an- 
erkannt ist. 

Damitist bewiesen, daß die Benutzung der Methode 
Will-Varrentrapp für die Fleischanalysen keinen Feh- 
ler involviert. 

Der dritte und heikelste Einwand betrifft die Stickstoff- 
bestimmung im Harn, die Voit mit Hilfe der Harnstoff- 
titration nach Liebig ausführte.. Die Liebigsche Titrations- 
methode ist von Pflüger!) einer sehr subtilen Prüfung unter- 
zogen worden; er kommt zu dem Resultat, daß man ganz be- 


1) Pflüger, Über die quantitative Bestimmung des Harnstoff:. 
Pflügers Archiv 21, 248, 1880. 
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stimmte Kautelen innehalten muß, um genaue Resultate zu 
erzielen, und macht Voit den gewichtigen Vorwurf, daß er eben 
diese Kautelen nicht eingehalten hat. 

Doch ist dem entgegenzuhalten, daß Voit!) an 25 Harnen 
Parallelbestimmungen mit seiner Modifikation und Liebigs 
Originalmethode gemacht hat, deren Resultat das ist, daß die 
letztere in 22 Fällen sogar mehr Stickstoff ergab als die Voitsche. 
Die Differenzen betrugen höchstens 0,25%, meist ca. 0,1%. 
Weiterhin haben Pettenkofer und Voit?) eine große Reihe 
von Kontrollanalysen für den Vergleich der Liebigschen Titra- 
tionsmethode mit der direkten Elementaranalyse ausgeführt 
und gefunden, daß der mittlere Fehler beträgt: 1%, mehr bei 
der Liebigschen Methode als bei der Elementaranalyse.. Es 
handelt sich dabei um Menschenharne. 

Auch Gruber?) hat die Pflügerschen Einwände nicht 
anerkannt. Zi 

Besonders interessant sind die Kontrollrechnungen von 
Gruber (l. c.), der seinen eigenen Versuch (s. u.) neu berechnet 
hat, indem er anstatt der von ihm direkt analysierten 
Fleischeinnahme nunmehr Voits Mittelzahl ansetzt und an- 
dererseits anstatt seiner Harnanalysen die von Voit benutzte 
Liebigsche Titrationsmethode des Harnstoffs. Das Resultat ist 
folgendes: 

Unbedingt ist anzuerkennen, daß die Voitschen Werte, in 
Grubers Versuch eingesetzt, einige nicht zu vernach- 
lässigende Fehler ergeben, die allerdings nicht so sehr im 
Gesamtresultat als in einzelnen Abschnitten hervortreten. Für 
die ganze Einnahme hätte man mit Voitschen Methoden die Ein- 
nahme um 1,63%, die Ausgabe um 0,33%, zu niedrig gefunden; 
das wären also keineswegs irgendwie große Fehler, während 
allerdings die Fehler einzelner Tage bis auf 4%, steigen. 

Wenn wir nun annehmen, daß Voit Fehler derselben Größen- 
ordnung tatsächlich in seinen Versuchen gemacht hat, so ergibt 
sich als Gesamtwürdigung seiner Versuche, betreffend die Stick- 
stoffbilanz, folgende Schlußbetrachtung: 


1) Zeitschr. f. Biol. 1, 1. c. 

2) Pettenkofer und Voit, Untersuchungen über den Stoffverbrauch 
des normalen Menschen. Zeitschr. f. Biol. 2, 459, 1866. 

3) Gruber, Zeitschr. f. Biol. 16, 198, 1880. 
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1. Die kurzen Versuche, bis 6 Tage etwa, sind so- 
wohl wegen der oben auseinandergesetzten prinzipiel- 
len Bedenken, als auch besonders wegen der möglichen 
großen analytischen Fehler im besten Falle als Hilfs- 
material für die längeren Versuche zu verwerten. 

2. Die langen Versuche sind, in ihrer Gesamtheit 
betrachtet, theoretisch bei geringen Gewichtsschwan- 
kungen einwandsfrei. Die analytischen Fehler sind 
zwar wahrscheinlich klein, aber zweifellos vorhanden 
und deshalb sämtliche Voitsche Versuche, jeder für 
sich betrachtet, nicht einwandsfrei. 

Wenn wir nun die Bedeutung dieser methodischen Fehler 
für das Gesamtproblem abschätzen wollen, so können wir folgende 
Überlegung anstellen: 

Nehmen wir die Gruberschen Kontrollrechnungen als 
richtig an, so hat Voit die Stickstoffzufuhr gegenüber der Aus- 
fuhr um 1,3%, zu niedrig angegeben. Das bedeutet, daß er tat- 
sächlich mehr Stickstoff zugeführt hat, als er angibt, daß also 
alle Zahlen mehr nach der Seite des Defizits, also einer suppo- 
nierten Exhalation abzuändern wären. Wenn also diese 
Fehler zahlenmäßig genügend groß wären, so würden sie in der 
Tat einen gewichtigen Einwand gegen die Annahme der 
Nichtbeteiligung des elementaren Stickstoffes darbieten. 

Wenn wir den Fehler zunächst vernachlässigen, so ergibt eine 
Mittelung sämtlicher Voitschen Versuche über 5 Tage folgende 
Werte: 


12 Versuche mit positiver Bilanz im Mittel 0,42%, 
10 Ss „ negativer ,, 73 an  —1,23%, 


Wahrscheinliches Mittel dieser 21 Versuche ca. —0,4 %. 


Dieser wahrscheinlichen Mittelzahl ist dann der wahrschein- 
liche Fehler zu addieren, mit 1,3%, so daß wir als wahrschein- 
liches Mittelergebnis der Voitschen Versuche bei Be- 
rücksichtigung der berechtigten methodischen Ein- 
wände einen Wert von —1,7% erhalten würden. Die 
Zahl ändert sich nur ganz unwesentlich, wenn wir nur die 16 Ver- 
suche über mehr als 6 Tage berücksichtigen, da sich dann die 
Mittelzahlen für die 10 Versuche mit Mehrausscheidung auf 0,4, 
für die sechs mit negativer Bilanz auf — 1,1% stellen. Dieser 
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Wert stellt also die wahrscheinliche Abweichung von der 
völligen Nullbilanz dar. Wenn er also keinen weiteren Be- 
denken mehr unterliegen würde, so müßte man eine so geringe 
Exhalation von Stickstoff als das Wahrscheinliche ansehen. 
Dem ist aber nicht so. Es stehen dieser Bewertung der Zahl 
zwei Einwände gegenüber, die sie verkleinern müssen. Es ist 
nämlich in den Voitschen Zahlen nicht berücksichtigt der 
Verlust an Haaren, Nägeln, Schweiß usw. Wie wir aber 
oben gezeigt haben, darf man diese Verluste nicht gleich null 
setzen, sie sind also sicher imstande, einen Teil dieses Defizits 
zu erklären. Die zweite Verlustquelle aber ist der Stickstoff- 
verlust beim Trocknen des Kotes, ein Umstand, auf den 
man erst in letzter Zeit größeres Gewicht gelegt hat!), Verluste, 
die unter Umständen recht erheblich werden können. Wenn 
man alle diese Momente zusammenfaßt, so ist das Defizit, das 
auch nach der Korrektur der Voitschen Zahlen noch übrig 
bleibt, durch alle diese zweifellosen Fehlerquellen genügend 
erklärt, man braucht zur Deckung dieser anderthalb 
Prozent nicht mehr an eine Exhalation zu denken. 

Wenn also auch sicher die Voitschen Zahlen mit Fehlern 
behaftet sind, so liegen diese nach beiden Richtungen hin und 
sind nachweislich klein, so daß das Gesamtresultat doch 
auf die Nullbilanz hin konvergiert. Die große Menge der 
Versuche, die doch immer wieder zu demselben Resultat führen, 
macht dieses Endergebnis sehr wahrscheinlich. Immerhin sind 
aber noch Fehler vorhanden, es fehlt also zur definitiven Lösung 
des Problems noch ein Versuchsmaterial, wenn es auch klein ist, 
das diese Fehler vermeidet; und wenn sich dabei ergibt, daß 
wieder dasselbe Resultat sich herausstellt, so ist eben der Beweis 
geführt, daß die Fehler nicht schwer ins Gewicht fallen, dann ist 
das Problem gelöst. 

Dieses Material hat Gruber in seinem subtilen 
Versuch geliefert und damit die Frage für den Hund 
entschieden. 

Gruber machte seinen Versuch an einem Hunde von 17,5 kg, 
der nur reines Fleisch erhielt. Das Fleisch wurde sorgfältig von 





1) S. z. B. Zaitschek, Zur Methode der Bestimmung des N in den 
Faeces. Pflügers Archiv 98, 1903. 
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Fett, Sehnen und Bindegewebe befreit und dann mehrere Male 
durch eine Wurstmaschine getrieben, so daß ein gleichmäßiger 
Brei entstand. Dieser wurde auf eine Porzellanplatte ausgebreitet 
und davon Stichproben entnommen. Ein Vorversuch ergab, dab 
die so erhaltenen Mittelzahlen vortrefflich übereinstimmten. 
Eine größere Menge wurde auf einmal hergestellt, analysiert, 
im Eisschrank aufbewahrt. 

Der Hund bekam täglich 600 g Fleisch und 200 ccm Wasser. 
Der Harn wurde sehr sorgfältig aufgefangen und der Stickstoff- 
gehalt nach Voits Methode bestimmt. 

Die Zuverlässigkeit dieser Methode wurde durch Kontroll- 
bestimmungen nach Dumas erhärtet. Die sechs Harnbestim- 
mungen nach Voit ergaben unter sich höchstens (in einem Falle) 
0,15%, meist nur 0,05—0,08% Differenz; die Differenz der Mittel 
betrug gegen Dumas: 


—0,06; —0,14; +0,09; + 0,07; —0,07; —0,03% - 


Damit dürfte die Richtigkeit der Voitschen Methode in 
den Händen Grubers erwiesen sein. 

Der Kot wurde gesammelt, getrocknet, auf einmal analysiert 
und sein Stickstoffgehalt gleichmäßig auf die Versuchstage ver- 
teilt. Hierin liegen zwei kleine Fehler. Einer, den Gruber auch 
erwähnt, die willkürliche Verteilung, doch ist die Kotmenge 
überhaupt bei reiner Fleischkost nur gering und schließlich 
kommt ja für die Hauptbilanz nur die Gesamtstickstoffmenge 
in Betracht. 

Der zweite ist der Verlust an Stickstoff beim Trocknen 
des Kotes, den wir oben schon erwähnt haben. 

Doch ist der dadurch gesetzte Fehler nur geeignet, Versuche, 
die ein Stickstoffdefizit ergeben, abzuschwächen. Nie aber kann 
ein durch die Methode verursachter Stickstoffverlust in den 
Ausscheidungen über ein wirklich vorhandenes Defizit hinweg- 
täuschen, da er im Gegenteil den Anschein erweckt, als ob ein 
Defizit bestünde. 

Der Gesamtkot von 22 Tagen enthielt 6,1545 g Stickstoff, 
also täglich 0,28 g Stickstoff. 

Auch Haare und Epidermis wurden gesammelt und ihr 
Stickstoffgehalt auf maximal 0,086 g Stickstoff p. d. bestimmt. 

Die Vorperiode umfaßte 5 Tage. 
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A. Anden ersten 7 Versuchstagen erhielt der Hund täglich im 
Fleisch: nach Dumas 22,116 g, nach Will-Varrentrapp 22,020 g 
Stickstoff; mittlerer wahrscheinlicher Fehler also 0,048 g N p. d. 

B. An den weiteren 10 Versuchstagen erhielt der Hund 
täglich im Fleisch: nach D u mas 21,372, nach Will-Varrentrapp 
21,306 g N; .mittlerer wahrscheinlicher Fehler 0,03 g N. 

Die Ausscheidung betrug an diesen Tagen im Harn nach 
den Mitteln von 3—4 gut stimmenden Analysen zwischen 21,78 
und 22,21 g Stickstoff im Mittel inkl. der 0,28 g Stickstoff im 
Kot 22,14, während die Einfuhr (s. o.) im Mittel 22,068 betragen 
würde. 

Dabei schwanken die Differenzen der täglichen Ein- und 
Ausfuhr zwischen —0,146 und + 0,374. 

Die Gesamteinfuhr war nach Dumas 154,81, nach Will- 
Varrentrapp 154,14, die Gesamtausfuhr 155,02 g. 

Ganz analog sind die Zahlen der II. Periode. Die tägliche 
Ausscheidung im Harn schwankt zwischen 20,63 und 21,69 g; 
Stickstoff im Mittel incl. 0,28 g im Kot 21,345, gegen Einfuhr 
im Mittel 21,339. 

Die täglichen Differenzen schwanken zwischen —0,462 und 
+0,598. Die Gesamteinfuhr betrug nach Dumas 213,72, nach 
Will-Varrentrapp 213,06 g Stickstoff, die Gesamtausfuhr 
213,26 g Stickstoff. 

Die zweite Periode zeigt einige Besonderheiten insofern, als 
die Stickstoffabgabe in den ersten drei Tagen um ein geringes 
die Zufuhr überschritt. Es rührt dies von einer kleinen Ver- 
minderung der Stickstoffzufuhr (um 0,754 g Stickstoff) her, die 
eine Störung des Gleichgewichts bedingt. Dann folgt eine Um- 
kehrung: die Stickstoffausfuhr bleibt zurück, und zwar in den 
letzten 7 Tagen insgesamt um 1,42g (Dumas) resp. 1,01 (Will- 
Varrentrapp), d. h. 0,98 resp. 0,67%. 

Die Gesamteinfuhr in beiden Perioden, 11.—27. Februar, 
betrug also: nach Dumas 368,53, nach Will-Varrentrapp 
367,20 g Stickstoff, die Gesamtausfuhr 368,28 g Stickstoff. 

Die Tatsache des Stickstoffgleichgewichts in Ein- 
nahmen und Ausgaben ist also danach erwiesen; es 
bleibt aber immer noch die Möglichkeit, daß trotzdem mehr 
Eiweiß abgebaut wird, und daß dieser Überschuß an Stickstoff 
im Respirationsgas erscheint. 
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Gruber kontrollierte deshalb noch die Eiweißbilanz mit 
Hilfe des Schwefels. Wenn auch dieser Bestandteil des Eiweiß 
quantitativ wieder erscheint, so muß, argumentiert er, tatsächlich 
dies Eiweiß und nur dies Eiweiß verbrannt sein. 

Seine Zahlen ergeben folgendes: 

In den 10 Tagen der II. Periode wurde an Schwefel 


‚eingenommen . . 2.2 222 .2.. 12,77 g, 
ausgeschieden . . . . . 2.2... 12,785 g. 


Die täglichen Differenzen der Ein- und Ausfuhr schwanken 
zwischen —0,008 und +0,04 g. 
Das Verhältnis des Schwefels zum Stickstoff war: 


im Fleisch. . . .. 2.2 222.0. 1 : 16,72, 
in den Ausscheidungen . . . ... 1 : 16,69. 


Die Schwefelbilanz deckt sich also im ganzem völlig 
mit der Stickstoffbilanz. 

Besonders wichtig ist aber, daß auch im einzelnen die Schwefel- 
bilanz genau den oben erwähnten Schwankungen der Stickstoff- 
bilanz folgt: Dem Stickstoffdefizit der letzten 7 Tage 
entspricht auch ein Schwefeldefizit.e Damit ist er- 
wiesen, daß das Defizit an Stickstoff nicht auf eine 
Exhalation von gasförmigem Stickstoff, sondern auf 
einen geringen Eiweißansatz zu beziehen ist. 

Quasi als Generalbilanz berechnet Gruber schließlich noch, 
wieviel Fleisch sich aus der ausgeschiedenen Stickstoff- resp. 
Schwefelmenge berechnet und findet gegenüber den wirklich ge- 
gebenen 6000 g 


aus dem Stickstoff . . . . . 2... 5986 g, 
aus dem Schwefel . . . ...... 5998 g. 


Es ist also tatsächlich während 10 Tagen nicht 
mehr stickstoffhaltiges und schwefelhaltiges Material 
eingeführt worden, als sich in den Ausscheidungen 
wiederfindet. 

Gruber?) hat noch zwei ergänzende Versuche mit einem 
Hund angestellt, dem er 500 g Fleisch und 50 g Speck gab; durch 





1) Gruber, Entwicklung elementaren Stickstoffes im Tierkörper. 
Zeitschr. f. Biol. 29, 566, 1883. 
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reichliche Wasserdarbietung und die Fettbeigabe gelang es ihm, 
auch das Gewicht unverändert zu erhalten und dadurch den 
letzten Einwand gegen seine ersten Versuche, bei denen das Tier 
920 g abgenommen hatte, zu entkräften. 


1. 12 Tage. Gewicht anfangs 19050, am Schluß 18856 g. 


E. A. D. % 
221,6 222,56 0,96 +0,4 
2. 11 Tage. Gewicht anfangs 18810, anı Schluß 18954 g. 
E. A. D. A 
180,2 179,29 0,91 — 0,5 


Damit ist für den Hund die Frage als definitiv erledigt zu 
betrachten. Es gibt für den Hund keine Anteilnahme 
gasförmigen Stickstoffes. 

Kann man demnach auf Grund der Arbeiten von Voit und 
des letzten, absolut einwandsfreien Versuches von Gruber die 
Frage für den Hund tatsächlich als erledigt betrachten, so sind 
wir für andere Tiere und für den Menschen nicht in der glück- 
lichen Lage, ein so apodiktisches Votum abgeben zu können. 
Die Schwierigkeiten, die sich bei Versuchen an anderen Tieren 
einstellen, sind in der Tat viel größer als beim Hunde. Ihn kann 
man monatelang mit reinem Fleisch füttern, wobei das Körper- 
gewicht kaum schwankt, wobei der Kot so geringfügig ist, daß 
seine Verarbeitung keine großen Fehlerquellen mit sich bringt. 
Es liegt hier alles so einfach und günstig wie möglich. Wenn 
wir nun bedenken, daß auch zur Entscheidung der Frage am 
Hunde die allerfeinste Subtilität erforderlich war, so können wir 
leicht ermessen, welche ungeheuren Schwierigkeiten sich bei 
anderen Tieren darbieten. Alle Arbeiten, die über diese Frage 
an anderen Tieren angestellt worden sind, haben auch tatsächlich 
erst von der Zeit an irgend welchen Wert, wo man die sehr großen 
Fehler, die bei solchen Arbeiten unterlaufen können, zu würdigen 
gelernt hat; wir haben ja auch gesehen, daß den ersten Arbeiten, 
die sich noch, bevor Voit im Hunde das Versuchstier der Wahl 
gefunden hatte, vorwiegend mit anderen Tieren, auch mit dem 
Menschen, beschäftigten, nur noch ein historischer Wert zu- 
geschrieben werden darf. Erst die Arbeiten, die nach Voit 
sich mit anderen Tieren befassen, dürfen als wirklich für unser 
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Thema wertvoll hier behandelt werden. Sie erstrecken sich auf 
Repräsentanten fast aller Gattungen von größeren Tieren, die 
überhaupt als Versuchstiere in Betracht kommen können. 

Am Menschen sind nicht gerade sehr viele Versuche mit 
der Absicht, die Stickstoffbilanz zu prüfen, angestellt worden. 
Die Schwierigkeiten, solche Versuche mit gemischter Nahrung 
anzustellen, sind zu groß erschienen. 

Immerhin lassen sich außerdem mit einiger Vorsicht von den 
schier zahllosen Stoffwechselversuchen am Menschen, die in anderer 
Absicht angestellt worden sind, diejenigen, bei denen in längeren 
Perioden das Körpergewicht annähernd konstant blieb, als Hilfs- 
material verwenden. Wenn bei solchen Versuchen, wo anscheinend 
überhaupt ein gewisses Gleichgewicht in den Einnahmen und 
Ausgaben des Körpers herrscht, auch eine Nullbilanz des Stick- 
stoffes gefunden wird, so ist das immerhin als schätzenswertes 
Material zu benutzen. Aber hier bei der ungleich größeren 
Konipliziertheit der Verhältnisse gilt noch mehr wie beim Hunde 
die Betrachtung, daß negative Resultate, das heißt Abweichun- 
gen von der Nullbilanz, nie als voll wirksame Gegenbeweise 
angesehen werden können, da doch eben stets Verschiebungen 
im Stickstoffvorrat angenommen werden können. Trotz der 
Mangelhaftigkeit der Beweise rechnet die Stoffwechselphysiologie 
auch des Menschen mit der Greifbarkeit alles ausgeschiedenen 
Stickstoffes als feststehender Tatsache. Alle Stoffwechselarbeiten 
sind darauf basiert, daß man aus den Mengenverhältnissen des 
Stickstoffes in Einnahme und Ausscheidung wirkliche Schlüsse 
auf die Vorgänge im Stoffwechsel ziehen darf, daß hierbei nicht 
ein unkontrollierbarer Fehler durch die Anteilnahme des gas- 
förmigen Stickstoffes in Betracht zu ziehen ist. Und daß diese 
Resultate wenigstens über die Hauptpunkte doch zu einer Über- 
einstimmung geführt haben, läßt es schon ex juvantibus als 
wahrscheinlich erscheinen, daß in der Tat eine erhebliche Be- 
deutung des elementaren Stickstoffes als ausgeschlossen erscheinen 
kann. 

Wir wollen nun in diesem Sinne das vorhandene Material 
der Versuche zunächst am Menschen durchgehen, wobei ich be- 
merke, daß die Auswahl der Versuche, die als Hilfsmaterial in 
Betracht kommen, wohl sicher nicht auf Vollständigkeit Anspruch 
machen darf. 
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Die ersten einschlägigen Arbeiten sind von Voit selbst und 
seinen Mitarbeitern ausgegangen und haben die Prüfung der 
Stickstoffbilanz selbst zum Ziele gehabt. 

Die erste wichtige Arbeit ist die von Ranke!), der in drei 
Versuchsreihen den Stickstoff bis auf 0,1—4%, wiedergefunden hat. 


3 Tage (gemischte Kost): 


E. 58,68 A. 58,01 D = —0,1% 
2 Tage: 

E. 30,6 A. 31,86 D = +4,0% 
5 Tage: 

E. 76,1 A. 79,29 D = + 4,0%. 


Wenn auch diese Werte (4%) sehr hoch sind, so lauten. 
sie doch ganz wesentlich anders als die 50% Verlust von Barral. 
Jedoch leiden diese Versuche an dem schwerwiegenden Mangel, 
daß sie zu kurz sind. 

Pettenkofer und Voit?) haben an gesunden Menschen 
Bilanzversuche angestellt. Sie haben mit größter Sorgfalt eine 
möglichst einfache und doch genießbare Kost zusammengestellt 
und analysiert. Der Harn wurde nach Liebig titriert, aber 
außerdem vielfach Kontrollen mit direkter Elementaranalyse 
gemacht, die einen mittleren Fehler von 1% mehr bei der Liebig- 
Methode ergaben. Sie fanden bei gleichmäßig ernährten Leuten 
in 24stündigen Versuchen folgende Werte für Einfuhr und Aus- 
fuhr. Bei der kräftigen einen Versuchsperson 


E. A. D.% 
19,47 19,47 0 
19,47 19,03 — 2,3 
19,47 18,98 —2,5 
19,52 19,98 +2,3 
19,49 19,53 +0,2 

bei der zweiten, schlecht ernährten Versuchsperson 

E. A. D.% 

19,52 20,15 +3,2 


1) Ranke, Kohlenstoff- und Stickstoffausscheidung der ruhenden 
Menschen. Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1862, 311. 

2) Pettenkofer und Voit, Untersuchungen über den Stoffverbrauch. 
der normalen Menschen. Zeitschr. f. Biol. 2, 458, 1866. 
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Auch Siewert!) und Boeck?) fanden in sorgfältigen Ver- 
suchen keine erheblichen Differenzen im Stickstoffhaushalt des 
Menschen. 

Siewert machte zuerst einen l2tägigen Selbstversuch mit 
vorwiegender, aber nicht reiner Fleischnahrung. Das Fleisch 
wurde in einzelnen Portionen jedesmal analysiert, im Harn der 
Stickstoff nach Will-Varrentrapp bestimmt. 


E. 255,0 A. 246,16 D. = —3,47%, 


Dazu kommt allerdings noch eine Verminderung des Körper- 
gewichts um 670 g, die Siewert wegen der fettarmen Nahrung 
auf Fettverlust zu beziehen geneigt ist, die aber einen noch weiteren 
Verlust an Stickstoff vermuten läßt. Dieser Versuch kann also 
im Sinne der Exhalation gedeutet werden. 

In der zweiten Reihe (10 Tage) dieselbe Aufnahme, nur 
statt 500 g Rindfleisch 500 g Pferdefleisch. Hier schwankten 
die Analysenzahlen viel erheblicher als beim Rindfleisch. Es 
ergab sich ein Defizit von 2,28%, bei einer Gewichtsabnahme 
von 550 g. In der dritten Reihe ebenfalls mit Pferdefleisch und 
reichlicherem C-Gehalt ergab sich ein Defizit von 5,75% bei 
einer Zunahme des KG um 1150 g, so daß hier wohl ein Teil 
des Defizits durch Ansatz von Stickstoff erklärt werden kann. 

v. Boeck?) machte an einem syphilitischen Manne unter 
Hg-Behandlung einen zehntägigen Bilanzversuch, der ergab: 


E. 193,2 A. 204,0 D = + 10,8 = +5,4% 


Im dreitägigen Vorversuch ergab sich eine Bilanz von +0,5, 
während des Versuches bestand Diarrhöe. 

Voit?) erzielte bei einem Vegetarianer in einem l4tägigen 
Versuch ein fast völliges Gleichgewicht. Die Kost bestand aus 
Grahambrot, Pumpernickel, Früchten und Öl. 


E. p. d. 8,4 A. 8,8 D. = +0,4 = +5% 
Das Körpergewicht war dabei anfangs 56,32, am Schluß 47,43 kg. 


1) Siewert, Über den Stickstoffumsatz der im Körper verbrauchten 
Eiweißkörper. Zeitschr. f. ges. Nature. 31, 458, 1868. 

2) v. Boeck, Untersuchung über die Zersetzung des Eiweißes usw. 
Zeitschr. f. Biol. 5, 393, 1869. 

3) Voit, Über die Kost eines Vegetariers. Zeitschr. f. Biol. 25, 
265, 1889. 
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Der Versuch von Krug!) verdient hier auch Erwähnung. 
Ein Vorversuch von 6 Tagen (gemischte Kost) ergab: 


E. 14,6 A. 14,6 D. =4 0 


Nun wurde der Eiweißgehalt etwas, der Kaloriengehalt 
übermäßig gesteigert. Resultat: Gewichtszunahme von 3 kg in 
15 Tagen und erhebliche Stickstoffretention (d. h. ‚Defizit‘ in 
den Ausscheidungen). 


E. 15,5 A. 12,1 D. = —3,4 = —15% 


Wenn dies die für dies Individuum gültige Größe der Stick- 
stoffexhalation sein würde, so hätte dementsprechend im korre- 
spondierenden Vorversuch, wo die Bilanz ‚‚null‘ war, der Körper 
täglich noch ca. 3,4 g Stickstoff außer dem im Harn und Kot 
hergeben müssen, d. h. der Mensch hätte in 6 Tagen 21 g Stick- 
stoff = 130 g Eiweiß = 600 g Fleisch hergeben müssen. So aber 
handelt es sich hier wohl sicher um Eiweißansatz. Der Versuch 
ist recht bezeichnend für die Schwierigkeiten solcher Bilanz- 
versuche. 

Einigermaßen brauchbar sind auch die Resultate von Dap- 
per?) insofern, als hier bei geringer Kalorienzufuhr eine ziemlich 
reiche Eiweißmenge gegeben wurde. Man darf also wohl hier mit 
einiger Sicherheit annehmen, daß weder ein großer Stickstoff- 
ansatz bei der sehr wohlgenährten Versuchsperson eingetreten 
ist, noch bei dem großen Fettreichtum und der reichlichen Zufuhr 
ein Stickstoffverlust, daß vielmehr die eintretende geringe Ge- 
wichtsabnahme auf Verlust von Fett und Wasser zurück- 
zuführen ist. 


Tage E. A. D. Si 
20 19,2 19,1 = —0,1 —0,5 
12 27,6 26,9 = —0,7 — 2,8 
18 22,0 23,0 = 10 +5 


Steigerung der Stickstoffmenge ist gefolgt von größerem ,De- 
fizit“, also wohl Ansatz, starkes Absinken der Stickstoffeinnahme 
bedingt dann ein Überwiegen der Ausfuhr, also wohl Zerfall 
von Körpereiweiß. 


1) Krug, Beiträge zum Stoffwechsel usw. 97. 
2) Dapper, Beiträge zum Stoffwechsel usw. 2, 17. 
Biochemische Zeitschrift Band 1V. 25 
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Manfredi!) untersuchte den Stickstoff-Stoffwechsel schlecht 
ernährter Menschen, die also sicher äußerst sparsam mit ihrem 
Stickstoff umgehen, und fand als Mittel von 7 Versuchen (3 bis 
7 Tagen) 

E. 11,2 A. 11,2 D.= +0 


mit Schwankungen von —0,3 bis +0,1 g p. d. 

Die Nahrung war die den Leuten gewohnte, Makkaroni, 
Fische, Pflanzenkost. Ter Grigorianz?) hat vier 21tägige 
Bilanzversuche an gesunden, jungen Männern mit gemischter 
Kost angestellt, nur die Wassermenge schwankte in Ttägigen 
Perioden. 


1. 21 Tage. E. 229 A.29 D.=+0 = +04, 
2. 21 Tage. E. 23,0 A.25 D.= 0,5 = —24%, 
3. 21 Tage. E. 94 A. 91 De —0,3 = —3%,. 


In Fall 1 Gewichtszunahme (bei reichlicher Flüssigkeitszufuhr) 
um ca. 2 kg, in den beiden anderen Gewicht fast konstant. 
Ähnliche Versuche machte Karchagin?) in Perioden von 
3 X 15 Tagen. 
Versuch I mit sehr erheblicher Gewichtsabnahme (fast 6 kg) 
sei ausgeschaltet. Er ergibt einen Stickstoffüberschuß von im 
ganzen 9,8 g Stickstoff. 


Versuch II. Gewicht konstant. 
15 Tage. E. 22,3 A. 22,3 D:=0=0%; 


Versuch III. Gewicht konstant. 
15 Tage. E. 30,3 A. 29,8 D = —0,5 = —1,6%. 


Versuch IV ergibt bei einem Gewichtsverlust von 1200 g 
ein Defizit von 8,1 g Stickstoff in den Ausscheidungen, um- 
gekehrt bei Gewichtszunahme von 700g. Versuch VI ein 
Defizit von 5,6 g. 

Versuch V bei Abnahme von 1500 g einen Überschuß 
von 0,4 g Stickstoff im ganzen. 





1) Manfredi, Arch. f. Hygiene 17, 589. 

2) Ter Grigorianz, Einfluß des reichlichen Massertinkens usw. 
Diss. Petersburg 1886. Zit. n. Atwater l. c. 

3) Karchagin, Wratsch 10, 453. Zit. ibid. 
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Kuznetsow!) machte eine Reihe von Selbstversuchen mit 
gemischter Kost, die erwähnenswert sind: 


Tage E. A. D. % 
10 20,8 20,7 —0,1 —0,5 
7 20,8 20,7 —0,1 —0,5 
6 22,6 21,7 —0,9 —4,5 
23 17,2 16,9 —0,3 —1,6 
7 15,9 15,8 —0,1 —0,6 
7 16,8 16,0 —0,8 —4,0 
6 16,8 16,2 —0,6 — 3,3 


Die Versuche wurden unter Ersatz eines Teiles des Fleisches 
durch stickstoffgleiche Mengen eines Eiweißpräparates (Tata- 
albumen) durchgeführt. Das Körpergewicht nahm etwas zu. 
Unter diesen Umständen ist wohl das geringe Stickstoffdefizit 
im Harn und Kot auf Ansatz zu beziehen. Der größte Ansatz 
findet sich bei Steigerung der Stickstoffzufuhr. Wenn man 
außerdem die unvermeidlichen Stickstoffverluste beim Trocknen 
des Kotes in Betracht zieht, sind diese Versuche zur Darlegung 
eines Stickstoffgleichgewichts recht brauchbar. 

Verwertbar sind auch Versuchsreihen von North?), der 
nach einer mehrtägigen Vorperiode mit derselben Kost eine sorg- 
fältig bereitete gemischte Nahrung 9—12 Tage im Selbstversuch 
nahm und bekannte Arbeit leistete: 


Dauer 9 Tage. 
N Phosphor: 
E. 158,78 D. = — 2,76 E. 34,84 
A. 156,02 A. 37,44 


D. für N = —2% D. für P = +2,60 = ca. + 8%. 


Dauer 9 Tage. 


E. 158,78 D. = — 8,13 E. 34,84 
A. 150,65 A. 35,34 
D. für N = — 6% D. für P = +0,5 = ca. +1,5% . 


1) Kuznetsow, Russ. Diss. Petersburg 1889. Zit. n. Atwater u. 
Longworthy. Bull. Agric. Depart. No. 45. Washington 1897. 

2) North, The influence of bodily labour upon the discharge of 
nitrogen. Proc. Royal. Soc. 36, 14, 1883. 


25* 
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Dauer 12 Tage. 


N E 
E. 194,06 D. = +3,76 E. 42,59 
A. 197,82 A. 42,50 


D. für N= +1,8% D. für P = 0,09 = ca. —0,2%,. 


Von dieser Reihe zieht man aber besser den ersten Tag, einen 

Fasttag ab. Dann erhält man folgende Werte: 

11 Tage: E. 194,06 D = —5,70% N E. 42,59 D. = —1,24% P 
A. 188,36 A. 41,35 


Die geringen Defizite an Stickstoff lassen sich, da Arbeit 
geleistet wurde, ohne Zweifel auf Eiweißansatz zurückführen. 
So haben die Versuche einen, wenn auch beschränkten Wert. 

Taniguti!) machte drei 10tägige Versuche mit Reis und 
anderen Vegetabilien: 


1. E. 9,6 A. 11,1 D. = +15 = +15%, 
2. E. 10,5 A. 10,5 D.=+0 = 0%, 
3. E. 10,3 A. 91 D. = —1,2 = —12%. 


Diese drei Versuche, über die nähere Details mir nicht zu- 
gänglich sind (insbesondere die Gewichtsschwankungen fehlen), 
sind an derselben Person gemacht und zeigen, daß bei gleicher 
Nahrung die Stickstoffdifferenz immer, und zwar hier sehr er- 
heblich, um den Nullpunkt schwankt. Sie sind für unsere Zwecke 
recht wenig besagend. 

Unter den ungemein zahlreichen Stoffwechselversuchen, die 
zu anderen Zwecken am Menschen mit den modernen Methoden 
angestellt sind, finden sich außerordentlich wenige, die bei Kon- 
stantbleiben der sonstigen Bedingungen, besonders des Körper- 
gewichts, auch eine Nullbilanz des Stickstoffes aufweisen. Aller- 
dings gibt es ja von vornherein viele, die dabei gar nicht in Be- 
tracht kommen. Vor allem gilt dies für alle kurzen Versuche, 
die bei den komplizierten Umsatzverhältnissen des menschlichen 
Körpers für die Untersuchung des Problems unbrauchbar sind. 
Ferner aber auch sehr viele Versuche, die zur Lösung von 
bestimmten Teilproblemen des Stoffwechsels angestellt sind. 
Direkt zum Zweck der Aufstellung der Nullbilanz im Hinblick 


1) Taniguti, Malys Jahrb. 1892, 468. 
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auf die Möglichkeit des Entweichens gasförmigen Stickstoffes 
sind in neuerer Zeit überhaupt keine Versuche mehr angestellt 
worden, aus dem einfachen Grunde, weil die Stoffwechselphysio- 
logie mit der Nichtanteilnahme als feststehender Tatsache rech- 
nete. So sind denn in der übergroßen Zahl nur wenige hervor- 
zuheben. 

Einer der besten Versuche ist der eine von Neumann!), 
der einen 50tägigen exakten Stoffwechselversuch an sich selbst 
vornahm, um die untere Grenze seines Eiweißbedarfes fest- 
zustellen. In den beiden ersten Perioden des Versuches bestand 
eine Unterbilanz von Stickstoff, dann bei einer Zulage an Stick- 
stoff und Kalorien trat das erwünschte Gleichgewicht ein, das 
dann während der dritten Periode von 15 Tagen anhielt. Die 
Zahlen sind folgende: 


E. 183,55 g Stickstoff A. 180,10 g 
Diff. Stickstoff —3,45 oder —1,6%.. 


Das Körpergewicht stieg von 65,5 auf 66,8 kg. Die größten 
Tagesschwankungen waren +2,25 und —1,82 g Stickstoff. 

Im allgemeinen zeigen, wie gesagt, die zahlreichen 
am Menschen durchgeführten exakten Stoffwechsel- 
versuche fast nie eine Stickstoffnullbilanz. Es treten 
stets Abweichungen auf. Was aber die meisten dieser Versuche 
überhaupt für uns unbenutzbar macht, ist der Umstand, daß die 
Schwingungen der Stickstoffbilanz nicht gleichmäßig von Schwan- 
kungen des Körpergewichts gefolgt werden. Bei den Änderungen 
des Gewichts spielen eben Fettverluste resp. Ansatz und die 
Ausscheidungsverhältnisse des Wassers eine ausschlag- 
gebende Rolle. Es ist klar, daß von einer Parallelität von Stick- 
stoffbilanz und Gewicht keine Rede sein kann, wenn einem 
Ansatz von 50 g Fleisch ein Wasserverlust von 500 g gegen- 
übersteht. 

Es ist nun von großem Interesse, daß es uns möglich ist, 
alle diese Punkte in geradezu klassischer Weise an einer Reihe 
von Stoffwechselversuchen beurteilen zu können, die an einer 
größeren Reihe von Personen in völlig gleichförmiger Ausführung 


1) Neumann, Zur Lehre von dem täglichen Nahrungsbedürfnisse 
des Menschen. Arch. f. Hygiene 45, 1, 1902. 
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nach den besten und modernsten Methoden gemacht worden sind, 
die also den Charakter der besten Vergleichbarkeit in sich tragen. 
Es sind dies die Reihen von Chittenden!) und seinen Mit- 
arbeitern, die an sich selbst, an einer Reihe von Soldaten, und 
ferner an mehreren athletisch geschulten Studenten genaue 
Bilanzen aufgestellt haben. Zur Beurteilung der folgenden 
Tabellen muß vorausgeschickt werden, daß die Leute sich während 
längerer Zeiträume im Gleichgewicht sowohl des Allgemein- 
zustandes als auch sicher des Stickstoffes befanden, daß aber 
trotzdem in den einzelnen kurzen Perioden, wo eine genaue 
Bilanz auch der Einnahmen aufgestellt wurde, eine Reihe von 
Ungleichgewichten sich herausstellte. Die Versuche wurden 
nämlich so angestellt, daß die Versuchspersonen sehr lange 
Zeiten mit einer gleichmäßigen Nahrung ernährt und während 
dessen ihr Gewicht und ihr Harnstickstoff bestimmt wurden. 
In diese Beobachtungszeit wurden dann einige exakte Bilanz- 
versuche eingeschaltet, bei denen eine zugemessene analysierte 
Nahrung gereicht wurde. 

Am besten ergeben noch die Versuche Gleichgewicht, die 
die Forscher an sich selbst anstellten. Wie die Tabelle zeigt, 
waren hier wenigstens einige Versuche so, daß zwischen Gewichts- 
änderung und Stickstoffbilanz eine Parallele war. Bei der Mehr- 
zahl stellen sich aber auch hier große Differenzen heraus. Jede 
Regelmäßigkeit aber verschwindet, wenn wir die anderen Ver- 
suche mit den arbeitenden Versuchspersonen betrachten, die 
die folgenden Tabellen zeigen. Wir finden hier sehr große 
Gewichtsschwankungen, meist Verluste, denen die 
Stickstoffbilanzen absolut nicht parallel gehen. Bei 
diesen hart körperlich arbeitenden Männern waren die Gewichts- 
schwankungen so völlig von den Schwankungen des Fett- und 
Wasservorrates beherrscht, daß die Schwankungen des Eiweiß- 
bestandes dagegen durchaus in den Hintergrund treten. Man 
erkennt dies übrigens im Detail auch an den angegebenen Harn- 
mengen, die sehr verschieden sind. 


— nn ne 


1) Chittenden, Physiol. economy in nutrition. 1904. 
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Tabelle I. 
I. Versuchsreihe: Selbstversuche (außer Beers). 
D Ver- | N 
gÅ S, 
EE Datum Name | änd.d. | | Cal. 
ann | K.-G Ss Al n SCH 
BEES Ge | A ER oe 
— || 
6 20/25. TIT.04 | Chittenden = am 38,42| 37,43! —0,99| — 2,8! 1613 
5 ECH 27.V1.04 . — 500| 29,3 | 29,65| +0,35] + Lä 1549 
6 | 9.14.11. 04 | Mendel |—1400| 46,79) 53,92| +7,13| 18()| 1975 
7 .18./24.V.04 5 4- 600] 57,34 | 54,68 | —2,66 | — 5 | 2448 
6 9/1. II. 04 | Underhill | O 153,04 |52,09| — 0,95| — 1,8| 2068 
6 | a Dean — 200; 52,99; 61,13] -+8,13| +15 | 2529 
6 | a Beers 53.111 58,83! +5,7 | +10 |2168 
| (ohne Fleisch) 
T 16.,12.V. 04 | Beers | 0 17074 6831|) —2.43|+ 4 |2152 
| "(ohne Fleisch) | 
Tabelle II. 
Erster Stoffwechselversuch an Soldaten, 
geringe N-Zufuhr, ca. 8 g p. d. 
EE i 
WI E | Ver- | | | 
Tage Datum | Name ‚änd. d. E A| D WÉI | Cal 
I E Kelle. 
a Wer SE Gerd Ss Br Gre 
6 |12.—17.1.04| Oakınann Ke 39 |5282. +3,43 | 6 |2078 
6 2 Henderson ZN 59 153,33 +4,74 9 | S 
6 5 Morris — 500 : 48,32 ! 50,87) +2,55 5 | ” 
6 S Coffmann |—500!49.39 |59,17| +9,78 170) » 
6 A Steltz O 148,86 5260+374 GES 
6 g Loewenthal| — 700 | 49,364 | 54,78 | +5,416| 10 | „ 
6 5 Cohn — 400 | 49,113 | 53,85| +4,74 | 8 | i 
6 SG Zoomann | — 300 | 49,06 |63,09;-+14,03| 25() „ 
6 Sliney — 800 48,055 | 53,33 +5,28 | 10 | > 
6 e Broyles 14100 146,28 |47,00| +0,72 | 1,5) „ 
6 , Fritz + 200 | 49.225 | 60,41 +11,18| 20) , 
6 S Bates —500 | 49,01 [54,31[45,3 |10 |, 
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Tabelle III. 


II. Stoffwechselversuch an Soldaten, 
reichlichere N-Zufuhr, ca. 9 g p. d. 















Tage 


e g 
63,13 | —3,57 
62,34 | —3,52 | — 5 
58,52 | —7,90 | — 14 
65,775| —0,93 | — 1,6 
63,83 | —3,56 | — 6 
61,02 | —6,475| — 12 











29./2.—6./3. 04| Oakman — 400 | 66,70 
Henderson | —1000| 65,86 
Morris — 200 | 66,43 
Coffmann |— 400 | 66,703 
Steltz — 700 | 67,39 

Loewenthal| + 300 | 67,495 


Sie] 
3 3 Y 3 3 3 3 3 3 3 
3 3 3 3 3 3 3 a 3 3 


Cohn — 800 | 55,62 | 54,28 | — 1,34 | — 2 
Zooman | — 900 | 66,48 | 62,26 | —4.22 | — 7 
Sliney — 400 | 66,68 | 70,07 | +3.39| + 6 
Broyles — 300 | 66,06 157,44 | — 8,62 | — 15 
| Fritz — 400 | 56,28 | 49,08 | — 7,20 |—1# | 


Tabelle IV. 


Stoffwechselversuch mit athletisch geschulten Studenten. 











Änder 
Dauer | Datum Name A EIAI DI% |l 
K.-G 
— da a — 
7 |18.-4./1.0| Donahue — 800°] 61,855. 61,232/40,623) + 1 | 2450 
7 , ` |Jacobus + 200 | 67,63 | 58,65 |— 8,98] — 15 | 2542 
7 „ [Schenker 0? | 76,67 180,04 + 3,37!) + 4 | 2486 
7 „| Anderson @.W.| — 500 | 80,84 | 68,89 |—11,95| — 15 | 3091 
7 „ [Stapleton 11900! 80,30 | 77,93 |— 2,37| — 8 [2809 
7 „| Anderson W.L.! + 200 | 61.437| 70,21 Lt 8,77! +10 | 2494 
7 , [Bellis 0 [54.33 : 68,97 |+14,6 | +20 | 2174 





Nicht viel anders sieht es schließlich aus, wenn wir das 
Zahlenmaterial der längsten und am sorgfältigsten durchgeführten 
Stoffwechselversuche am normalen Menschen betrachten, die in 
letzter Zeit mit den modernsten Methoden angestellt worden 
sind, nämlich die Versuche der Zuntzschen Expedition, die in 
dem vor kurzem erschienenen Buche niedergelegt sind. 
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Die erste Serie betrifft die vorbereitenden Versuche in Berlin, 
die zweite die ganze Periode der Expedition mit Ausnahme der 
Tage in sehr großer Höhe, bei denen sich pathologische Verhält- 
nisse gezeigt haben. Die Zahlen ergeben nur bei Zuntz ein an- 
näherndes Stickstoffgleichgewicht, bei den anderen fehlt allgemein 
etwas Stickstoff in den Ausscheidungen. Die Versuche sind des- 
halb von besonderem Werte, weil hier auch der Stickstoff des 
Schweißes bestimmt worden ist. Wenn also trotzdem noch ein 
Defizit besteht, so ist dies, wenn man keine Exhalation annehmen 
will, auf einen Ansatz von Körpereiweiß zu beziehen. Dabei 
findet man aber bei allen sechs Versuchspersonen eine Abnahme 
des Körpergewichts. Nun ist es ja sehr wahrscheinlich, daß 
einerseits die vielen Anstrengungen eine Verringerung des 
Fettbestandes, und andererseits die auch sonst beobachtete 
Wirkung des Höhenklimas und die Muskelarbeit einen Eiweiß- 
ansatz bewirkt haben, was ja die Verfasser auch annehmen, 
aber auch diese Versuche lösen das Problem der Stickstoffnull- 
bilanz gerade so wenig, als alle anderen erwähnten. Beim 
Menschen, das müssen wir ehrlich sagen, ist der Beweis 
der Nichtanteilnahme des elementaren Stickstoffes 
bisher nicht geführt. Wir haben ja oft gesagt, daß die Stoff- 
wechselmethode ein absolutes Verdikt in dieser Frage überhaupt 
nicht fällen kann, aber beim Menschen stehen die Dinge doch 
noch schlechter als bei anderen Tieren. Zwar spricht das große 
Material im allgemeinen gegen die Beteiligung, aber die Schwierig- 
keiten der Beurteilung sind wegen der großen Schwankungen 
des Körpergewichtes und des Stickstoffbestandes hier enorm groß. 
Nur das eine läßt sich allerdings mit absoluter Sicherheit sagen, 
eine irgendwie erhebliche Anteilnahme ist abzulehnen, denn die 
Grenzen, in denen sie nach allen Versuchen möglich sein könnte, 
überschreiten nicht einige Prozente. Aber ebensowenig wie sich 
der Beweis gegen die Beteiligung absolut sicher führen läßt, 
so wenig haben wir auch beim Menschen irgend einen 
Hinweis auf eine Exhalation von Stickstoff, denn min- 
destens ebensooft finden wir bei Stoffwechselversuchen das ent- 
gegengesetzte, daß nämlich ohne Körpergewichtsabnahme eine 
größere Stickstoffmenge in den Ausgaben als in den Einnahmen 
sich vorfindet. Es liegt also ganz im allgemeinen die Sache so, 
daß der Stoffwechselversuch am Menschen, wie er 
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bisher ausgeführt wurde, überhaupt nicht in der Lage ist, 
das Problem zu lösen. Zum mindesten müßte zur Prüfung 
dieser Frage nochmals eine ausschließlich zu diesem Zweck be- 
stimmte Serie von langdauernden Versuchen an gesunden er- 
wachsenen Menschen mit normaler Kost, unter Berücksichtigung 
aller Fehlermöglichkeiten (Schweißstickstoff, Kotanalyse) an- 
gestellt werden. Nötig wäre dabei ferner, daß außer der Stick- 
stoffbilanz mindestens noch die Schwefelbilanz auf- 
gestellt würde, in derselben Art, wie man es bei Hunden getan 
hat, eventuell auch zur Ergänzung die Bilanz von Phosphor 
und Asche. Nur so könnte die Frage zur wirklichen Erledigung 
kommen. 

Zu ganz analogen Resultaten führten umfangreiche Ver- 
suche an Wiederkäuern, die trotz der großen experimentellen 
Schwierigkeiten mit Erfolg durchgeführt werden konnten. 

Henneberg!) fand zuerst an Rindern in Gemeinschaft 
mit Stohmann, daß eine nennenswerte Exhalation nicht vor- 
handen sein kann. 

Von langen Versuchen seien einige erwähnt: 


1. 28 Tage (Heft II, 285). 


E. p. d. 250 g N A. 235 D. = —6,4°, 
2. 28 Tage (ibid.). 

E. p. d. 220,0 A. 230 D. = +4,4% 
3. 20 Tage (249, 414). 

E. p. d. 215,0 A. 205 D. = —4,9°,, 
4. 18 Tage. 

E. p. d. 255 A. 240 D. = —6,3%, 


Es ist klar, daß die Fehlergrenzen bei den sehr großen zu ver- 
arbeitenden Mengen hier notwendigerweise weiter zu ziehen sind. 
Immerhin ist für eine Annahme eines konstanten Defizits nicht 
der geringste Grund vorhanden, da die Verluste an Haaren, 
Schweiß usw. nicht in Rechnung gestellt sind. 


1) Henneberg und Stohmann, Beiträge zur Begründung einer 
rationellen Fütterungslehre. Braunschweig, 1860, H. 1; 1864, H. 2. — 
Henneberg, Neue Beiträge zur Begründung usw. 1871, H. 1, 380. 
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Analoge Resultate gaben die Versuche von Grouven!) an 
Ochsen: 
8 Tage (Periode III). 


E. 1087,8 A. 1153,67 D. = +6% 
10 Tage (Periode IV). 
E. 1506,4 A. 1463,6 D. = —2,8%, 


Das Tier war infolge unzureichender Heunahrung vorher 
nicht im Körpergleichgewicht gewesen und hatte ca. 23 kg ab- 
genommen. Es bekam dann mehr und nahm bis zum Schlusse 
des Versuches wieder um 18 kg zu. Das Tier hatte nun in Periode I 
während der starken Abnahme des Körpergewichts in 13 Tagen 
gegen 1280 g E., 1575 g A. an Stickstoff gezeigt und während 
der Periode II ebenfalls Abnahme bis zum vorletzten Tage, dann 
plötzlich starke Zunahme; dabei noch 990 g E. gegen 1056 g A., 
dann kehrt sich bei Gewichtszunahme in Periode III und IV das 
Verhältnis allmählich um, so daß das Gesamtresultat schließlich 
bei einer Abnahme von im ganzen 4 kg ist: 

E. 2594 A. 2617 D. = 23 g = ca. +1%. 


Hätte dieses Tier nach Reiset täglich noch 40 g Stickstoff 
exspiriert, so hätte es bei dieser Bilanz in den 45 Tagen des Ge- 
samtversuches 47 kg, ca. ein Sechstel des Bestandes an Muskel- 
fleisch zerstören müssen. Es war aber im blühendsten Gesund- 
heitszustande. 

Versuche von Kühn?) an einer nicht trächtigen Milchkuh 
ergaben in 13 resp. 17 Versuchstagen nach ,hinlänglicher Vor- 
fütterung“: 

13 Tage. 

E. p. d. 114,5 A. 120 g D. = +5,5 g = ca. + 4% 
17 Tage. 

E. p.d. 114,8 A. 108,4 D. = —6,4 = ca. — 5% 


Weitere Versuchsreihen geben Kühn und Fleischer?) an 
Kühen: 


1) Grouven, Physiologisch-chemische Fütterungsversuche. Berlin 
1864, 122. 

2) Kühn, Über die Fettbildung im Tierkörper. Landwirt. Vers.-St. 
10, 418, 1868. 

3) Kühn und Fleischer, Über den Einfluß wechselnder Ernährung 
auf die Milchproduktion. Landwirt. Vers.-St. 12, 443, 1869. 
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Dauer i. Tagen E.p.d A.p.d. D. % 
12 121 122 +1 g +0,08 
10 121 118 —3 g — BN 
16 117 113 —4 g — 3,6 
14 114,5 120 +5,5g +4,8 
16 114,9 108,3 —6,6g —5,6 
16 121,3 113,2 —81g —6,7 


Zwei weitere Versuche ergaben starken Ansatz bei erheb- 
lichem Stickstoffdefizit in den Ausscheidungen. Leider fehlen 
überall Wägungen des Tieres. 

Fleischer!) fand an einer Milchkuh in 8tägigem Versuche: 


Aufnahme p. d. Kuh I 


165,6 
Ausgabe im Kot p.d. im Harn Milch 
78,4 49,95 36,2 
Zusammen also 164,55 D. = —0,4%, 
Kuh II. 
Einnahme 169,05. 
Ausgabe Kot Harn Milch 
80,5 50,35 35,8 
Zusammen also 169,7 D. = +0,4% 


Kühn und Fleischer?) haben in einer späteren Arbeit 
noch weitere Bilanzversuche mitgeteilt. Von den Versuchen seien 
die längeren mitgeteilt. 


Milchkuh: 
6 Tage. E. 120,5 A. (inkl. Milch) 1220 D. = +1,5 = +13% 
6 „ E. 117,5 A. „ „ 130 D. = +4,5 = +3,5% 
6 „ E. 115,0 A. ,, „ 1085 D. = -6,5 = -6% 


Die Gewichtsschwankungen waren geringfügig. 


Voit?) machte einen 6tägigen Versuch an einer Milchkuh, 
die seit langer Zeit gleichmäßiges Futter erhielt und fand von 
1448,77 g Stickstoff wieder 


1) Fleischer, Über Fettbildung im Tierkörper. Virchows Archiv 51, 
30, 1870. 

2) Kühn und Fleischer, Neue Beiträge zur Fütterung der Wieder- 
käuer. Journ. f. Landwirt. 1871, 171, II, 383. 

3) Voit, Über die Fettbildung im Tierkörper. Zeitschr. f. Biol. 5, 
122, 1869. 
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im Ham ......2.2 2220. 562,35 

in der Milch `, . . . . 2 2 2 2 202. 293,08 

KEN: Kot. =. a e 222 2 E a 575,71 
— 1431,14 g D. = — 12% 


An Ziegen hat Stohmann!) zahlreiche Versuche angestellt, 
von denen ein Teil nach den Bedingungen starke Differenzen 
aufweisen, nur einige ergeben Gleichgewicht. Stohmann zieht 
aus seinen Zahlen den Schluß, daß die Gleichgewichtsversuche 
entscheidend sind, daß die Gewinn- oder Verlustzahlen sich 
zwanglos durch Ansatzverschiebungen erklären lassen. 

Es sind im ganzen 12 Versuche von 6—7 Tagen; 7mal mit 
angenäherter Nullbilanz bei je 21—24 g Stickstoff p. d.; die 
anderen fünf mit Defizit von 4—15%,, jedoch hält Stohmann 
bei diesen Versuchen, die in das Ende der Lactationsperiode 
fallen, Fleischansatz für sehr wahrscheinlich. Gewichtsverschie- 
bungen sind an dieser Stelle nicht angegeben (s. unten). 


Tage E. A. D. % 
6 140 138 — 2 — 1,4 
6 138 137 — 1l — 0,8 
7 148 151 +3 + 2,0 
7 148 150 +2 +1,4 
7 167 164 — 3 — 1,8 
7 166 165 —1 — 0,6 
7 172 170 — 2 — 12 


Diese sieben Versuche sind allerdings, wenn keine 
Ansatzverschiebungen stattgehabt haben, völlig be- 
weisend für Stickstoffgleichgewicht. Mit dieser Arbeit 
erscheinen die früheren Arbeiten von Stohmann?), in welchen 
er eine größere Stickstoffexhalation gefunden zu haben glaubte, 
als erledigt. In einer späteren ausführlichen Publikation führt 
Stohmann?) denn auch seine früheren Resultate eines großen 
Stickstoffverlustes auf falsche Anlage des Stalles zurück, dessen 
Holzboden Harnverluste durch Aufsaugung herbeigeführt haben 





1) Stohmann, Rost und Frühling, Über die N -Ausscheidung 
der milchproduzierenden Ziege. Landwirt. Vers.-St. 11, 203, 1869. 

2) Über den Ernährungsvorgang des milchproduzierenden Tieres. 
Journ. f. Landw. (2) 3, 135, 307, 420; 4, 1, 129, 1868/9. 

3) Stohmann, Rost und Frühling, Über den Ernährungsvorgang 
des milchproduzierenden Tieres. Zeitschr. f. Biol. 6, 204, 1870. 


Anteilnahme elementaren Stickstofis am Stoffwechsel der Tiere. 377 


müsse. Er gibt hier nochmals eine Versuchsreihe, die nach den 
angegebenen Monaten und Tagen dieselbe ist, wie die oben 
zitierte, aber mit den Gewichten der Tiere. Ich füge deshalb diese 
Angaben für die ersten sieben oben zitierten Reihen nochmals bei: 


1. Gewichtsänderung in 6 Tagen + 974 N —2,0 


2. „ „6 „ +14 N-50()) 
3. i T 2900 N +30 
4. E „7 Bd N +20 
5. S „7 „ +201 N —-30 
6. i „7 „ +503 N —10 
7. S »T „ +26 N —20 


Damit kann auch für Ziegen der Beweis als geführt an- 
gesehen werden. 

Stohmann?) hat tatsächlich später diese Frage als absolut 
erledigt betrachtet und führt im einzelnen aus, wie sich die 
Differenzen auf Ansatzverschiebungen zurückführen lassen. Er 
hat ferner zur Stütze dieser Ansicht gezeigt, daß im wesentlichen 
die Phosphorbilanz der Stickstoffbilanz völlig parallel geht, 
also dasselbe Resultat, wie es Bischoff an Hunden gehabt hat. 

Für Schafe haben Schulze und Maercker?) das Gleich- 
gewicht erwiesen. Von ihren Versuchen seien hier einige erwähnt. 
Der in der angesetzten Wolle enthaltene Stickstoff wurde auf 
Grund empirischer Daten berechnet, ist also mit einer kleinen 
Unsicherheit behaftet. Die größten Abweichungen in 14 Ver- 
suchen von 10—22 Tagen waren +8,3 und —8,4%, während 
mehrere Versuche noch viel besser auf Gleichgewicht stimmen, z. B. 


Nr. Tage Gew.-D. Kilo: E. A. D. % 
5 11 +0,01 316,7 312,0 — 4,7 —1,5 

10 10 +0,73 467,3 458,7 — 8,7 —1,9 
8 10 +0,25 571,9 589,1 + 17,2 +3,0 


13 10 +1,05 253,7 251,9 — 1,8 —0,7 

1) Diese Angabe weicht von der oben zitierten Tabelle sehr erheblich 
ab, die für die ganze sechstägige Periode nur 1 g Verlust angibt. Eine von 
beiden Angaben muß also falsch sein. 

2) Stohmann, Biol. Studien Le 125, 150. 

3) Schulze und Maercker, Über die sensiblen N-Einnahmen und 
-Ausgaben des volljährigen Schafes. Landwirt. Vers.-St. 11, 201, 1869. 
Journ. f. Landw. (2) 5, 1870; 6, 1871. 
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Auch hier also bei vielen Versuchen Nullbilanz, 
während bei den schlechter darauf stimmenden auch 
die Fehler nach beiden Seiten hin annähernd gleich- 
mäßig hoch ausfallen. 

Wolff!) fand an Pferden in 6tägigen Perioden folgende 
Zahlen: 


E. A. D. oi 
117,25 121,50 +4,25 ca. +4 
150,43 146,76 3,67 2,5 
213,76 212,01 1,75 —0,8 


Dabei nahmen die Tiere mäßig an Gewicht zu. 


Die umfassenden Stoffwechselversuche, die Grandeau und 
Leclerc?) an arbeitenden Pferden vorgenommen haben, sind 
nicht genau genug, um für unser Problem eine größere Beachtung 
zu verdienen. Sie bedienten sich keiner besonderen Vorrichtung 
zur Aufsammlung des Harns, sondern ließen ihn die Tiere auf den 
mit Abfluß versehenen Stallboden entleeren, was bei der Auf- 
sammlung natürlich Fehler ergeben muß. Wolff schätzt diesen 
Fehler nach seinen Beobachtungen auf bis 3,7%. Abgesehen 
davon, daß Wolff auch Bedenken gegen die Harnanalyse hat, 
geben vor allem Grandeau und Leclerc selbst an, daß sie 
ziemlich erhebliche Stickstoffverluste durch ammoniakalische 
Gärung des Kotes gehabt haben. Ob nun diese Fehler zusammen 
mit den anderen ihre Defizits erklären, die bis 15%, betragen, 
sei dahingestellt, jedenfalls kann man notorisch mit groben 
Versuchsfehlern behaftete Versuche überhaupt nicht als Material 
benutzen, wenn es sich um eine so subtile Frage handelt. Wir 
können also die sonst sehr verdienstvollen Versuche hier über- 
gehen und auf Anführung von Details verzichten. 

Wolff?) hat dann später an einem und demselben Pferde 
eine ganze Reihe von neun Stoffwechrelversuchen mit verschie- 
dener Nahrung gemacht, die in mehrfacher Hinsicht sehr interes- 
sant sind. Es sei vorher bemerkt, daß Einnahmen und Ausgaben 


1) Wolff, Landw. Jahrb. 8, Suppl. 40, 1879. 

2) Grandeau und Leclerc, Et. exper. sur l'aliment du cheval I. 
und II. Paris 1882/3. 

3) Wolff, Grundlagen für die rationelle Fütterung des Pferdes. 
Landw. Jahrb. 16, Suppl. III, 1887. 


Anteilnahme elementaren Stickstoffs am Stoffwechsel der Tiere. 379 


analytisch bestimmt wurden, daß aber nur Kot und Harn unter- 
sucht wurden, so daß die Verluste in Haaren usw., vor allem 
aber im Schweiß nicht bekannt sind. Zu den Zahlen sei 
ferner bemerkt, daß Wolff in seinen Tabellen den Gehalt des 
Kotes an Stickstoff usw. immer gleich in Abzug bringt, so daß 
auch in meinen Angaben sich die Zahlen nur auf die resorbierte 
Einnahme einerseits, den Harn andererseits beziehen. Ferner 
sei bemerkt, daß einige der angegebenen Stickstoffzahlen erst 
wieder durch Division der von Wolff angegebenen Werte für 
Rohprotein mit 6,25 gewonnen worden sind. Ich lasse nun zu- 
nächst die Zahlen hintereinander folgen. 


Wolffs Versuche an einem Pferd vom November 1885 bis 
August 1886. 





6.—11. XII. 128,41 





SO, = 0 | 5 kg Hafer 
lb | 17.—24. XI. | 8; —500| 1279 |1261 | —18 —1,5) —04 |do. 
BO, = 0 
2 | 9.—16.I.86 | 8 0 1290 | 129,36] +036) +0,8| +01 |do. mitZulage 
SOs = 0 | von Stroh 
8a | 27. I.—7. II. |12 0 1738,81 | 1748| +162) +1 +1,72 | anstatt äi, kg 
SO, = 0 | Hafer ebenso- 
viel Bohnen 
83b | 15.—%. II. 6! —500| 173,60 | 174% | +136| +0,8 do. 
5 5.—14.IV. |10! —150| 176,8 | 178,15 | —3.,73 | = — 1,5 do. und 1 kg 
Stroh 
68 3.—12.V. 10| +2000| 12131 | 11445 | — 6.86 | = — 5 — 0.13 | Mais 25 kg 
SO, = 0 | anstatt 25 kg 
Hafer 
6b! 18.—%. V. 8| — 1500! 123,14 | 112,31 | —1081] —9 do. 
Val 7.—12. VI. 6| +500| 123,2% | 113,46 | —9.8 —9 do. 
7b] 19-3. VI. |10| —1500| 133,38 | 11959] —367| —8 do. 
8 | 8—17. VII. |10| -+-1000| 140,97 | 181,49] —948| —9 7 kg Heu 
5kg Hafer 
9 31.VIL-9. VITL.) 10 0 188 | 1784| —1 —1 12kg Heu 


Diese Tabelle ist in mehr als einer Beziehung äußerst inter- 
essant. Sie zeigt, daß die Tiere bei dem dargebotenen Futter 
an Körpergewicht nicht nennenswert zu- oder abnahmen, daß 
sie also im großen und ganzen im Gleichgewicht waren, obwohl 
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gie eine sehr erhebliche Arbeit, im Mittel etwa eine Million mkg 
pro Tag, zu leisten hatten. Noch schärfer prägt sich das aber in 
der Bilanz der Reinasche und vor allem in der des Schwefels 
aus, die in allen den daraufhin untersuchten Perioden genau 
auf 100% stimmt, ein brillanter Beleg für die außerordentliche 
Exaktheit des Arbeitens. Es liegt also hier gar kein Zweifel vor, 
daß die Tiere im vollkommenen Gleichgewicht ihres Eiweiß- 
bestandes sich befanden. Soweit scheint nun aber ein be- 
trächtlicher Teil der Versuche energisch für eine Ex- 
halation zu sprechen. Denn es fehlen in einzelnen Perioden 
sehr erhebliche Mengen Stickstoffes, die man nach der Schwefel- 
bilanz nicht auf Ansatz beziehen kann, wie es Wolff selbst tut. 
Und trotz dieses Scheins besagen die Versuche dafür gar nichts. 
Alle Versuche mit großem Defizit fallen in die Sommer- 
perioden, bei denen das Versuchstier während der er- 
heblichen Arbeit sicher große Mengen von Schweiß 
verloren hat. Dagegen ergeben die Winterversuche, 
wo die Arbeit bei sehr niederer Temperatur, im Freien, 
stattgefunden hat, ohne Ausnahme Bilanzen, die 
geradezu wunderbar stimmen. Sie gehören zu den besten 
Versuchen in dieser Beziehung, die überhaupt vorliegen. Aller- 
dings stimmt auch ein Sommerversuch gut. Trotzdem kann es 
wohl keinem Zweifel unterliegen, daß die Defizits der Sommer- 
versuche auf den vernachlässigten Stickstoff des Schweißes 
zurückzuführen sind. 

Wolff hat natürlich diese Fehlerquellen gekannt, obwohl 
er allerdings gerade bei dieser Versuchsreihe nicht davon spricht, 
die Defizits vielmehr auf Ansatz zurückführen will. Anläßlich 
einer späteren großen Serie, die ebenfalls vom Herbst sich bis in. 
den Sommer erstreckte, weist er aber sehr ausführlich darauf hin. 
Hier bei diesem Pferd gelang es nämlich nicht, ein komplettes. 
Gleichgewicht zu erzielen, während andererseits das Körper- 
gewicht kaum schwankte. Es zeigen sich Stickstoffverluste von 
6,65—10,18 g = 58%. Wolff schätzt nun auf Grund von 
Bestimmungen den täglichen Verlust an Haaren, Hufen usw. 
auf mindestens 2,5 g, die Gesamtverluste auf 5—6 g. 
Die Schweißsekretion ist aber natürlich gar nicht exakt in An- 
schlag zu bringen. Sie hängt ja auch nicht nur von der Temperatur 
ab. So gibt Wolff direkt an, daß das Pferd dieser Versuche, 
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die das konstante Defizit ergaben, auch im Januar bei niederer 
Temperatur ziemlich stark schwitzte, weil ihm die Arbeit zu 
schwer war. Es sind hier also auch im Winter Verluste sicher- 
gestellt. Wie groß diese waren, läßt sich eben nicht feststellen. 
Dazu fehlt hier die Schwefelbilanz, so daß man auch nicht mit 
Sicherheit sagen kann, ob nicht trotz des allgemeinen Körper- 
gewichts doch Verschiebungen im Eiweißbestande vorgekommen 
sind. Bei der reichlichen Arbeit ist eine Verminderung des Fettes 
und Ansatz von Eiweiß wahrscheinlich. Da aber hier eben zwei 
wichtige Momente sich der Beurteilung entziehen, nämlich die 
Kontrolle der Eiweißbilanz auf der einen Seite wegen der mangeln- 
den Schwefelbestimmung und die Kontrolle des Schweißes: 
andererseits, so sind eben diese Versuche zur Entscheidung der 
Frage ziemlich wenig besagend. Sie beweisen jedenfalls 
für eine Exhalation gar nichts, lassen allerdings die 
Frage offen. 

Gegenüber den tadellosen Winterversuchen, die wir oben 
zitiert haben, tritt ihre negative Bedeutung völlig in den Hinter- 
grund. Wir haben bei den Winterversuchen nur noch den Wert 
der Haare usw. mit ca. 2 g in Rechnung zu stellen, so daß wir 
dann ein geringes Plus zu verzeichnen hätten. Dieses Pferd 
scheint durch einen glücklichen Zufall ein besonders gutes Objekt 
gewesen zu sein. Bei dem zweiten findet man übrigens bei ge- 
nauerer Durchsicht auffallende Schwankungen in der 
täglichen Stickstoffausscheidung, ferner finden wir einmal 
innerhalb desselben Versuches in zwei Perioden bei genau der- 
selben Kost und derselben Arbeit eine Differenz der täglichen 
mittleren Ausscheidung von Stickstoff im Harn von nicht weniger 
als 4 g. 

Zu bemerken ist ferner, daß das Tier gegen Ende des Ver- 
suches während einer Fütterung mit reinem Heu in einer Menge 
von 11 kg p. d. eine ungemein schnelle Abnahme des Körper- 
gewichts zeigte, während es im Anfang dieser Periode erst eine 
Zunahme, dann eine langsame Abnahme gezeigt hatte. Dann 
aber sank während des 6tägigen eigentlichen Versuches das 
Gewicht um 3 kg, während sich gleichzeitig ein enormer Über- 
schuß an Stickstoff im Harn findet, der im Mittel 13 g p. d. 
beträgt. Das Pferd der ersten Versuche war mit 12 kg Heu völlig 
im Gleichgewicht gewesen. 

26* 
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Genau dieselben Erwägungen lassen sich auch für die weiteren 
Versuche von Wolff anführen. In seiner nächsten Arbeit mit 
Kreuzhage!) finden wir wieder dieselben Angaben über die 
Höhe der Verluste, die er auf 5—6 g, unter Umständen aber 
viel mehr, schätzt, wobei er ausdrücklich auf den unkontrollier- 
baren Faktor des Schweißes hinweist. So sei denn nur erwähnt, 
daß er wieder in einer langen Versuchsreihe vom Dezember bis 
zum Juli erst ein Ansteigen des Körpergewichts bei großem 
Stickstoffdefizit, bis 19 g p. d., findet, also wohl sicher bei der 
Arbeit Eiweißansatz, dann aber bei konstant bleibendem 
Gewicht immer wieder Defizitzahlen von 1—10 g. Wenn man 
also seine Schätzung der Fehler wie oben als richtig annimmt, 
so bleibt immer nur ein geringes Schwanken um den 
Nullpunkt übrig. 

Bei einer weiteren Versuchsserie aus der Zeit vom Herbst 
1888 bis Juli 1889 ist zu erwähnen, daß sich anfangs unter der 
Annahme von 5—6 g Verlusten pro Tag ein geringer Überschuß 
von Stickstoff vorfindet, da im Harn sich Defizits von 2,9 und 4,7 g 
p. d. finden; später aber stellen sich sehr große Defizitzahlen 
heraus, 13,8—18,1 g p. d. Wolff gibt an, daß während dieser 
Versuche die Temperatur ungewöhnlich hoch gewesen sei, so 
daß die Verluste im Schweiß sehr groß gewesen sein müssen. 
Ganz dasselbe Bild geben nun auch alle weiteren zahlreichen 
Versuchsreihen, die Wolff und seine Mitarbeiter in dieser Arbeit 
niedergelegt haben. Es hätte wirklich keinen Wert, alle diese 
Zahlen hier anzuführen, da sie zu wenig besagen. Wohl finden 
sich unter ihren Reihen auch wieder einige, die ein fast absolutes 
Ausgleichen zwischen aufgenommenem und im Harn ausgeschie- 
denem Stickstoff zeigen, aber in denselben Reihen sind wieder 
andere Perioden mit ganz kolossalen Verlustziffern, 20 g und 
darüber pro Tag. Da überall kontrollierende Schwefelbilanzen 
fehlen, so ist mit diesen Versuchen wirklich nichts anzufangen. 

Im ganzen können wir also aus den Wolffschen Versuchen 
folgenden Schluß ziehen: 

In seinen ersten Versuchen fand Wolffein Schwan- 
ken in geringen Grenzen um den Nullpunkt herum. 


1) Wolff und Kreuzhage, Pferdefütterungsversuche über Ver- 
dauung usw. Landw. Jahrb. 24. 
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Dann kommt jene äußerst wichtige Versuchsreihe, bei der 
die Konstanz des Eiweißbestandes durch eine gleich- 
zeitige Schwefelbilanz sichergestellt wurde, und das 
Körpergewicht sich nicht änderte. Diese Versuchsreihe ergibt 
im Winter, wo also die Schweißsekretion nicht so störend wirkt, 
ohne jeden Zweifel die Gleichgültigkeit des elementaren Stick- 
stoffes, da die Bilanz sehr gut stimmt. Bei zunehmender Tem- 
peratur zeigt sich ein Defizit, das sicher zum großen Teil 
auf Schweißverluste zu beziehen ist. 

Die späteren Versuche ergeben in völliger Regellosigkeit 
mehr oder minder große Verluste. Diese sind zum Teil so klein, 
daß sie unter den von Wolff angenommenen Mindestwert von 
5—6 g Verlust an Haaren, Schweiß usw. fallen, und würden gegen 
Exhalation sprechen, andere aber an Zahl nicht zu vernach- 
lässigen, ergeben viel größere Defizitzahlen. Das Körper- 
gewicht kann dabei als konstant angesehen werden, so daß es 
uns keinen Fingerzeig für die Frage, ob Ansatz von Körper- 
eiweiß oder nicht, geben kann. Es bleibt also geradezu der 
Willkür überlassen, ob man diese Defizits auf Eiweiß- 
ansatz, auf Stickstoffverluste im Schweiß oder aber 
auf Exhalation beziehen will. Da aber zwei unkontrollier- 
bare Fehler darin stecken, eben die Schweißverluste und die 
Unsicherheit des Eiweißgleichgewichtes, so sind diese Ver- 
suche in keiner Weise ein Beweismaterial für die An- 
hänger der Exhalation. Sie sprechen nicht im mindesten 
dafür, sie sprechen nur nicht dagegen, sie sind eben für dieses 
Problem durchaus unverwertbar. 

Der einzige Versuch, der überhaupt brauchbar ist, ist eben 
jener mit nachgeprüfter Schwefelbilanz im Winter, also bei 
geringer Schweißproduktion, wo also der eine der beiden Fehler 
ausgeschlossen, der andere möglichst verkleinert ist. Dieser 
Versuch resp. diese Versuchsreihen sprechen aber durchaus gegen 
die Exhalation. Es ist also gar kein Beweis dafür, ein 
sehr spärliches Material dagegen. So liegen hier die Ver- 
hältnisse ganz ähnlich wie bei den Menschenversuchen. 

Die Schwankungen im Eiweißbestande verhindern auch 
hier die Aufstellung einer exakten Bilanz. Besonders sind eben 
Arbeitsversuche am wenigstens geeignet, diese Frage zu ent- 
scheiden, wo Fettverluste bei besserer Ausbildung der Muskulatur, 
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‘also Eiweißansatz, bei Abnahme des Körpergewichts solche 
Stickstoffverluste vortäuschen können. 

Wem also der eine, völlig einwandsfreie Versuch nicht als 
Beweis ausreicht, dem muß man zugeben, daß für das Pferd 
der stringente Gegenbeweis gegen eine Exhalation von 
Stickstoff nicht geführt erscheint, daß aber ebensowenig 
irgend ein Beweis für diese Exhalation sich auffinden 
läßt. Auch hier ist also der nur auf die Untersuchung des Stick- 
stoffes gerichtete Stoffwechselversuch nicht geeignet, das Problem 
restlos zu lösen. 

Es wären auch beim Pferde Stoffwechselversuche in der 
Ruhe mit Erhaltungsfutter, im kühlen Raum und mit gleich- 
zeitiger Bestimmung des Schwefels nötig. Wie beim Hunde 
wäre es zweckmäßig, diese Versuche zu keinem anderen Zwecke 
als eben zur Aufstellung der Bilanz auszuführen. 

Da besonders die Stickstoffexhalation bei Vögeln noch 
immer behauptet wurde, machte Voit noch einen lang- 
dauernden Taubenversuch. 

Eine ausgewachsene Taube wurde 124 Tage mit Erbsen 
gefüttert. Dabei nahm das Gewicht um 70 g in ca. 14 Tagen 
zu, blieb dann aber monatelang konstant. Die Exkremente 
wurden während der ganzen Zeit gesammelt und dann auf 
einmal analysiert, was wegen der ungleichmäßigen Beschaffen- 
heit sehr große Schwierigkeiten machte. Trotz außerordent- 
lich umständlicher Mischung schwankte der Stickstoffgehalt der 
Trockenexkremente zwischen 14,77 und 15,17 %- Das Mittel 
war 93%. 

Das Resultat des ganzen Versuches war: 


Nahrung 3642 g Erbsen. Ausscheidung 976 g trockener Kot. 
AnN.: E. 149,4 A. 145,9 D. = — 2,3%. 


Dabei ist zu berücksichtigen die Gewichtszunahme um 70 g. 
Nimmt man diese als Fleisch an, so kommen noch 2,4 g Stickstoff 
als Ansatz dazu, so daß der Verlust sich auf 1,1, also ca. 0,7% 
reduziert. Die Aschenbilanz stellte sich wie folgt: 


E. 94,6 A 94,7 ` De +0,1%. 


Die Einwände gegen die Methodik dieses Versuches sind 
von Gruber (l. c.) widerlegt worden. 
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Meißner!) fand bei Hühnern kein erhebliches Defizit. 
Er fütterte Gerste und fand von dem eingenommenen Stickstoff 
90—96% allein in Form von Harnsäure in den Ausscheidungen 
wieder. 


E. 0,311 A. 0,28 g Stickstoff p. d. 
E. 0,684 A. 0,63 g Stickstoff p.d. 


Schließlich sei erwähnt, daß auch bei Seidenraupen Peligot?) 
Stickstoffgleichgewicht fand. | 

Er bestimmte an eben ausgeschlüpften Raupen den Stick- 
stoffgehalt, fütterte die überlebenden anderen mit analysierten 
Maulbeerblättern und analysierte nach dem Auswaschen die 
Tiere, Ausscheidungen und Blätterreste auf Stickstoff. Er fand 
dabei Differenzen von 0,2—2,1% g, also Differenzen, die inner- 
halb der durch die zahlreichen Analysen bedingten Fehlergrenzen 
liegen. Peligot spricht es ausdrücklich aus, daß seine Larven 
keinen gasförmigen Stickstoff exhalieren. 

Überblicken wir nun das Ergebnis dieser kritischen Be- 
trachtung aller dieser Stoffwechselversuche, so können wir folgen- 
dermaßen resümieren: 

Eine Anteilnahme elementaren Stickstoffes ist 
beim Hunde als völlig widerlegt anzusehen. 

Für die übrigen untersuchten Tiere und den Men- 
schen ist eine irgendwie umfängliche Ausscheidung 
gasförmigen Stickstoffes ebenfalls als ausgeschlossen 
anzusehen. 

Die zweite Frage, ob denn eine quantitativ weniger 
erhebliche Anteilnahme anzunehmen ist, ist ebenfalls für 
die meisten Tiere mit großer Wahrscheinlichkeit zu ver- 
neinen. Alle die Versuche, bei denen keine Fehler offen zutage 
treten, zeigen, daß die Stickstoffbilanz unter scheinbar gleichen 
Bedingungen um wenige Prozente um den Nullwert herum 
pendelt, meist sind mit großer Wahrscheinlichkeit die Diffe- 
renzen auf Änderungen im Zellbestande zurückzu- 
führen. 


1) Meißner, Beiträge zur Kenntnis des Stoffwechsels. Zeitschr. f. 
rat. Med. (3) 31, 185, 198, 1868. 

2) P&ligot, Etudes chim. et phys. sur les vers à soie. Ann. chim. 
phys. (4) 12, 445, 1867. 
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Alle Versuche konvergieren nach dem Nullpunkt 
hin; alle Untersucher haben sich im Laufe ihrer Arbeiten selbst 
dahin geneigt, die Nullbilanz als den leitenden Faden anzusehen. 

Allerdings muß hier am Schluß unserer Betrachtung noch- 
mals eindringlich darauf hingewiesen werden, wie wir ja im 
Laufe unserer Auseinandersetzung häufig betont haben, daß die 
einfachen Stoffwechselversuche überhaupt nicht in der Lage sind, 
das Problem restlos zu lösen, da eben immer Verschiebungen im 
Eiweißbestand nicht ausgeschlossen werden können, wenn nicht 
zur Kontrolle die Bilanz eines anderen für die Eiweißbildung 
wichtigen Stoffes, am besten des Schwefels, als Ergänzung auf- 
gestellt wird. Ferner sind störend die anderweitigen Stickstoff- 
verluste, besonders im Schweiß, die vor allem beim Menschen 
und beim Pferde in Betracht kommen, und hier bis jetzt eine 
exakte Lösung des Problems eigentlich vereitelt haben. 

Da nun für den Hund die Anteilnahme des elementaren 
Stickstoffes sich absolut verneinen läßt, für andere Tiere kein 
Beweis dafür vorliegt, sie im Gegenteil recht unwahrscheinlich 
ist, so dürfen wir uns jetzt am Schlusse unserer Betrachtungen 
wohl die Frage vorlegen, ob denn eine solche Beteiligung 
nach unseren Kenntnissen der Stoffwechselvorgänge 
irgendwie vorzustellen ist. 

SoweitwirdenAbbauderEiweißsubstanzenkennen, 
finden wir nirgends das Auftreten freien Stickstoffes. 
Sowohl bei der Spaltung mit Enzymen und Säuren, wie bei 
gelinder Oxydation tritt nie Stickstoff auf. Nehmen wir den 
einwandsfreien Beweis am Hunde dazu, so können wir mit größter 
Wahrscheinlichkeit sagen, daß im eigentlich metabolischen 
Stoffwechsel kein Stickstoff entstehen kann, daß seine 
Abspaltung aus Eiweißkörpern keine Funktion des tierischen 
Protoplasmas ist. 

Wohl aber wäre es a priori möglich, daß Stickstoff trotzdem 
im Körper entstünde, wenn auch nicht im Stoffwechsel. 
Wenn nämlich im Darm durch die Tätigkeit der dort 
hausenden Bakterien sich aus den Abbauprodukten der 
Eiweißreste, namentlich dem Ammoniak, das durch Fäulnis 
entsteht, Stickstoff bildet, der mit den Darmgasen abgeht, 
so fehlt dieser ebensogut in der Bilanz, als wenn er 
durch die Lungen entwichen wäre. Wir müssen uns also 
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fragen, ob sich derartige Prozesse im Darm abspielen können. 
Wir wissen, daß es Bakterien gibt, die aus Ammoniak Nitrite 
bilden, wir wissen ferner, daß andere aus diesen Nitriten freien 
Stickstoff abspalten. Ammoniak ist aber ohne Zweifel im Darm 
vorhanden, wenn also beide Bakterienformen sich dort zusammen 
vorfinden würden, so wären die Bedingungen für eine 
Stickstoffentbindung gegeben. Dies ist aber nicht der 
Fall. Der beste Kenner der nitritbildenden Mikroben, Wino- 
gradsky!), weist in seiner Monographie ausdrücklich darauf 
hin, daß die Anwesenheit gärfähiger organischer Substanzen das 
Gedeihen dieser Bakterien ausschließe, die nur auf reinen an- 
organischen Nährböden gut gedeihen. Es erscheint danach 
ausgeschlossen, daß sich in den organischen Fäulnis- 
massen des Darminhaltes solche Nitritbildner vor- 
finden. Damit erscheint aber auch eine Bildung von freiem 
Stickstoff im Darm unter den gewöhnlichen Umständen aus- 
geschlossen. 

Direkte Versuche zur Entscheidung des Vorkommens freien 
Stickstoffes in den Darmgasen sind bisher in genauer Weise 
nicht angestellt worden, da man immer die Darmgase selbst, 
also das Gärungsprodukt mit Luft vermischt, analysierte. Ich 
habe deshalb einige Versuche, über die ich am anderen Orte?) 
berichtet habe, in der Art angestellt, daß ich Darminhalt von 
Kaninchen und vom Pferde in einem Kölbchen gären ließ, das 
vorher an der Quecksilberluftpumpe völlig evakuiert war. Es 
fand sich, daß die so entstehenden Gase in einer Reihe von Fällen 
aus reinem Kohlendioxyd bestanden, in anderen Fällen fanden 
sich außerdem wechselnde Mengen von Methan und Wasserstoff. 
In keinem der untersuchten Gase aber fanden sich 
Stickstoffmengen, die über die Fehler der Evakuation und 
der Analysen hinausgingen; nur winzige Mengen, Bruchteile eines 
Kubikzentimeters. 

Nach diesen theoretischen Erwägungen, der Abwesenheit 
nitritbildender Keime und diesen Versuchen, kann man die 


1) Winogradsky in Lafars Handb. d. techn. Mykologie 3, 166. 
Jena 1905. l 

2) Oppenheimer, Zur Kenntnis der Darmgärung. Zeitschr. f. 
physiol. Chemie 48, 240, 1906. Auch Krogh (Zeitschr. f. physiol. Chemie 
50, 289) fand in ähnlichen Versuchen keine Spur Stickstoff. 
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Bildung freien Stickstoffes bei gewöhnlicher Nahrung als aus- 
geschlossen betrachten. 

Die dieser Anschauung widersprechenden Befunde von 
Schittenhelm und Schroeter habe ich an anderer Stelle!) 
als wertlos widerlegen können, so daß sie für diese Frage nicht 
mehr in Betracht kommen. 

Es gibt indessen doch eine Stickstoffquelle im Organismus, 
allerdings nur wenn die Nahrung selbst Nitrite enthält. 
Nach den Untersuchungen von Jensen?) finden sich nämlich 
im Darminhalt und Kot der Herbivoren Bakterien vor, die 
Nitrite in freien Stickstoff umwandeln können. Diese fehlen 
aber nach seinen Untersuchungen im Kot aller Omnivoren und 
Karnivoren, und Jensen konnte ferner zeigen, daß diese Keime 
im Darm solcher Tiere absterben. Wenn also Herbivoren 
nitrithaltige Nahrung genießen, so wird sicher Stick- 
stoff im Darm neu gebildet. 

Ich habe dies auch durch direkte Versuche an meinem 
Gärkölbchen zeigen können. Wenn ich dem Blinddarminhalt 
von Kaninchen 1—2 ccm ðprozentige Ammonnitritlösung zu- 
setzte, so entstanden immer geringe Stickstoffmengen, einige 
Kubikzentimeter. Diese Mengen waren so gering, daß sie im 
Stoffwechselversuch gegenüber den anderen Fehlern verschwinden 
würden; ebensowenig waren sie beim direkten Respirationsversuch 
am mit nitritreichen Rüben gefütterten Kaninchen aufzufinden. 
Damit kann aber nicht ausgeschlossen werden, daß diese Bildung 
unter Umständen größere Dimensionen annimmt, so daß sie 
tatsächlich zur Fehlerquelle werden kann. In seinen leider nicht 
publizierten Versuchen hat z. B. Tacke?°) (s. u.) bei Fütterung 
mit Rüben, die Nitrit enthielten, bei Kaninchen einen Stickstoff- 
zuwachs in der Atemluft gefunden. Indessen gilt das, wie gesagt, 
nur für Herbivoren. 

Bei allen anderen Tieren kommen auch diese Möglichkeiten 
nicht in Betracht. Bei ihnen können wir uns weder eine Ent- 
stehung von freiem Stickstoff aus Eiweiß im metabolischen 
Zellstoffwechsel, noch eine solche im Darm vorstellen. Nach 


1)O ppenhei mer, AngeblicheStickstoffgärung durch Fäulnisbakterien. 
Zeitschr. f. physiol. Chemie 43, 1, 1904. 

2) Jensen in Lafars Handb. d. techn. Mykologie 3, 188. 

3) Privatmitteilung von Herrn Geh.-Rat Zuntz. 
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unseren heutigen Kenntnissen über den Eiweißabbau ist also 
die Annahmeeiner Anteilnahme des elementaren Stick 
stoffes eine sehr fernliegende, die wir nur dann akzeptieren 
‘könnten, wenn sie durch Beweise gestützt wäre. Ich hoffe 
aber gezeigt zu haben, daß solche Beweise nicht vor- 
handen sind. Allerdings sind aber auch, mit Ausnahme für den 
Hund, keine stringenten Beweise für das Gegenteil zu erbringen, 
so daß für alle anderen Tiere der Stoffwechselversuch das Problem 
nicht restlos gelöst hat und auch nicht restlos lösen kann. Die 
Nichtanteilnahme ist durch diese Arbeiten zwar sehr wahrschein- 
lich gemacht, aber nicht unbedingt erwiesen. 

Es ist also nötig, die Resultate mit Hilfe der anderen Me- 
thode nachzuprüfen. 

Wir wollen zunächst die bisher durchgeführten Arbeiten im 
Respirationsapparat kritisch beleuchten, um zu sehen, inwieweit 
die aus ihnen gezogenen Schlüsse berechtigt sind, und daran 
unsere eigenen Versuche anschließen. 


Respirationsversuche. 


Die Arbeiten von Regnault und Reiset. 


Die ersten Forscher, die das Problem der Stickstoffrespiration 
mit technisch hervorragender Methodik in Angriff nahmen, 
waren Regnault und Reiset!). Ihr Apparat, der für spätere 
und auch für den von mir benutzten vorbildlich geworden ist, 
beruht auf der. Absorption der gebildeten Kohlensäure durch 
Kalilauge unter gleichzeitigem Ersatz des verbrauchten Sauer- 
stoffes durch reinen Sauerstoff. Der ganze Raum ist von der 
umgebenden Luft abgeschlossen, stellt also ein einheitliches 
System dar. Kohlensäure und zugeführter O werden bestimmt, 
die Luft des Atemraumes analysiert, wobei natürlich auch 
Temperatur und Druck möglichst genau bestimmt werden. 
Auf Einzelheiten des Apparates an dieser Stelle einzugehen, 
dürfte sich erübrigen, da ich nachher unseren Apparat, der nur 
die noch zu erwähnenden Fehlerquellen des Regnaultschen 
zu vermeiden und genauere Werte zu erzielen bestrebt ist, 


1) Regnault und Reiset, Chemische Untersuchungen über die 
Respiration der Tiere. Liebigs Ann. d. Chemie 73, 1850. 
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in allen Details schildern werde. Im Prinzip schließt er sich, 
wie gesagt, durchaus an den Regnaultschen Apparat an, der 
auf der Grundlage aufgebaut ist, innerhalb eines geschlosse- 
nen Systems die Atemluft möglichst auf konstanter 
Zusammensetzung zu erhalten, um dadurch eine möglichst 
normale Respiration des Versuchstieres zu gewährleisten. 

Regnault und Reiset haben nun in diesem Apparat mit 
größter Sorgfalt und unter Anwendung ganz neuer gasanalytischer 
Methoden eine große Reihe von Respirationsversuchen durch- 
geführt, bei denen sie auch auf die Stickstofffrage naturgemäß 
große Aufmerksamkeit verwendeten. Sie fanden nun bei einer 
großen Zahl von Versuchen an den verschiedensten Warmblütern 
eine geringe Exhalation von Stickstoff, die meist ca. 1% des 
verbrauchten Sauerstoffes betrug, doch auch manchmal viel 
weniger; nur in wenigen Versuchen ergab sich ein geringes Stick- 
stoffdefizit. Im einzelnen sind die Hauptzahlen ihrer Ergebnisse 
folgende: An Kaninchen: 10 Versuche von 23—55 Stunden. 
Stickstoffexhalation durchweg positiv und zwar schwan- 
kend zwischen 81 und 686 mg = 0,1 resp. 0,89%, des verbrauchten 
Sauerstoffes.. Ein Zusammenhang der Stickstoffvermehrung mit 
der Individualität, Art der Ernährung und Versuchsdauer ist 
nicht ersichtlich. So ist der größte Zuwachs 686 mg bei einem 
Nüchternversuch (23) von 28!/, Stunden, ein ebenfalls sehr großer 
672 mg (0,5%) bei einem ebensolchen von 34 Stunden (21). 
Dagegen ergab dasselbe Kaninchen von Versuch 23 im Versuch 22 
bei starker Möhrenfütterung in 22 Stunden auch 373 mg = 0,45%, 
Stickstoff. 

Sehr auffallend ist ein elfter Versuch, bei dem das Tier zu- 
fällig erstickte und eine Stickstoffzunahme von nicht weniger 
als 5% (!) beobachtet wurde. Bei einem mit Öl bestrichenen 
Kaninchen war der Überschuß an Stickstoff = 0,1%. 

Eine Versuchsreihe an Hunden ergab Stickstoffwerte, die 
in 10—27stündigen Versuchen zwischen — 0,689 g und +1,535 g 
schwanken; einmal fand sich absolut keine Ausscheidung. Auf 
den O-Verbrauch berechnet, schwankt die Exhalation von —0,6 
über u. a. +0,04, 0,07, 0,3, 0,7 usw. bis zu 1,7%! Auch diesen 
Versuchen sind irgend welche konstanten Beziehungen 
zwischen der Stickstoffbilanz und den Versuchsbedin- 
gungen nicht aufzufinden. So fand sich z. B. ein sehr 
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niedriger Wert (0,04%) bei einem Hund, der unmittelbar vor dem 
Versuch reichlich gefüttert war, während des Versuchs zweimal 
erbrach und beidemal das Erbrochene wieder verzehrte. Zwei 
Versuche an ganz gleich gefütterten Hunden ergaben 0,3 und 
1,7% Zuwachs. Die negative Bilanz fand sich bei 24 Stunden 
nüchternem Tier, ebenso der Versuch mit dem Resultat ‚‚null“. 
Die einzige Regelmäßigkeit ist die, daß bei demselben Hund 
viermal geringe Werte gefunden wurden, nämlich 0,1, 0,3, 0,7 
und 0,04%, oder 182, 624, 1016 und 59 mg. An Murmeltieren fanden 
sich absolute Werte: 
— 228 mg = 1,74% 
—0,00 =0,0% 
an Winterschlafenden: 
— 762 mg = —0,9% 
404 = 0,47% 
1199 = 141% 


Bemerkenswert ist noch ein Plus von 132 ccm = 0,29%, bei 
einem Versuch, der nach 174 Stunden dadurch endete, daß das 
Tier erwachte, den O infolgedessen viel schneller verbrauchte 
und an Erstickung starb. Der Druck in der Glocke war 200 mm Hg. 
unter dem Normaldruck. Trotzdem scheint also der Apparat 
relativ dicht gehalten zu haben. 

Eine weitere Versuchsreihe umfaßt 16 Versuche mit Hühnern, 
die durchweg sehr lange, von 24-87 Stunden dauerten. Die 
Resultate in bezug auf elementaren Stickstoff sind im großen 
folgende: 

In vier Versuchen wurde ein Defizit an Stickstoff gefunden, 
und zwar in Grammen von 0,03—1,937 entsprechend Prozent- 
zahlen auf verbrauchten O von 0,04—3,1%. Letzterer Wert bei 
einem 29stündigen Nüchternversuch bei 23°. Die übrigen 12 Ver- 
suche ergaben einen Stickstoffzuwachs von 0,013 g = 0,02%, bei 
einem 63stündigen Versuch bis 1,003 g = 1,49% bei einem 
45stündigen Versuch. Auch hier wieder sind feste Beziehungen 
zwischen dem Individuum einerseits und der Ernährung anderer- 
seits mit der Stickstoffbilanz nicht zu erkennen. So ergab z. B. 
dasselbe Huhn ‚D‘ nüchtern —0,9%, und +0,02%,, reichlich mit 
Fleisch gefüttert —0,04 und + 1,37%, mit Korn gefüttert +0,82, 
mit Brot +1,49%. Bei fünf Versuchen mit einem Enterich, 
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der augenscheinlich krank war und bald starb, fand sich bei 
jeder Nahrung eine ungemein große Verminderung des Stickstoffes, 
mit Ausnahme eines Versuches, der ‚null‘ ergab, nämlich von 
425—788 mg = 0,6—1,4%. Bei fünf Versuchen mit kleinen 
Vögeln fanden sich positive Werte (in kurzen 6—--8stündigen 
Versuchen) zwischen Null und +82 mg = +4% (!). Bei Kalt- 
blütern (Fröschen und Salamandern) fanden sich in acht Ver- 
suchen von 7—20 Stunden zwei negative Werte von 0,5 bis 
35 mg = 0,09—0,2%, und vier positive von +0,9—24 mg 
= 0,05—1,3%,. Zwei ergaben ‚null‘. Doch sind diese Versuche 
wegen der sehr kleinen Sauerstoffzahlen wenig beweisend. Ebenso 
verhält es sich mit drei Eidechsenversuchen, die 46, 57, 545 mg 
= 1, 3; 2, 95 und 23 (!!) %, Zuwachs an Stickstoff ergaben. Diese 
letzte ganz enorme Ziffer bei einem 139stündigen Versuch führen 
Regnault und Reiset wohl mit Recht auf grobe Fehler zurück. 
Bei acht Insektenversuchen (Maikäfer, Seidenraupen) und an 
Regenwürmern fanden sich Stickstoffwerte von —1%bis +0,7%. 

Bei drei Versuchen in sehr sauerstoffreicher Luft fanden 
sich ebenfalls nur geringe Stickstoffzuwachsmengen: 0,15—0,29%,. 
Ebenso bei Ersatz des Stickstoffes durch Wasserstoff, wo sich 
0,24—2%, fanden und zwar bei Kaninchen. Reiset und Reg- 
nault selbst führen diesen Zuwachs auf Verdrängung des Stick- 
stoffes aus dem Körper durch Wasserstoff zurück. 

Regnault und Reiset selbst ziehen aus ihren Ver- 
suchen folgende die Stickstoffbilanz betreffende 
Schlüsse: Ä 

„l. Wenn warmblütige Tiere ihre gewöhnliche Kost erhalten, 
so entwickeln sie immer Stickstoffl), aber die Menge 
dieses Gases ist stets sehr klein; sie steigt nicht bis auf 2%, von 
dem Gewicht des verzehrten Sauerstoffes und ist am häufigsten 
kleiner als 1%. 

2. Wenn die Tiere nüchtern sind, so absorbieren sie häufig 
Stickstoff, dessen Menge zwischen denselben Grenzen schwankt, 
wie die Menge des von den Tieren bei gewöhnlicher Kost aus- 
geatmeten Stickstoffes. Die Absorption von Stickstoff wurde 
bei den nüchternen Vögeln fast immer beobachtet, bei den 
Säugetieren nur sehr selten. 


1) Im Original nicht gesperrt. 
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3. Wenn ein Tier, nachdem es mehrere Tage gehungert hat, 
eine von seiner gewöhnlichen abweichende Nahrung erhält, so 
absorbiert es häufig noch während einiger Zeit Stickstoff, wahr- 
scheinlich so lange, bis es sich an seine neue Kost gewöhnt hat, 
hierauf tritt wieder der gewöhnliche Fall ein, das Tier ent- 
wickelt Stickstoff. Diese Tatsache wurde nur an Hühnern nach- 
gewiesen, welche nach mehrtägigem Hungern die Körnernahrung 
mit Fleischkost verwechselten. 

4. Wenn ein Tier — leidend wird, so absorbiert es gleich- 
falls Stickstoff. 

Diese abwechselnde Entwicklung und Absorption von Stick- 
stoff, welche ein Tier bei verschiedener Kost zeigt, unterstützt 
die Ansicht von Edwards, daß während der Respiration gleich- 
zeitig eine Entwicklung und eine Aufnahme von Stickstoff statt- 
finde, so daß man nur die Resultante dieser beiden entgegen- 
gesetzten Wirkungen wahrnehme.” 

Über ihre Versuche an Kaltblütern, die mit zu großen Fehlern 
(wegen des geringen O-Verbrauches) behaftet sind, geben sie 
kein zusammenfassendes Urteil ab. Aber auch gegen ihre eigene 
Zusammenfassung der Ergebnisse an Warmblütern muß man 
merkwürdigerweise ziemlich kritisch sein. Denn es ist wirklich 
nicht leicht für einen objektiven Beurteiler, ihr Re- 
sultat aus den Versuchen heraus zu destillieren. 

Zunächst ein Widerspruch: Erst heißt es, daß nüchterne 
Tiere „häufig“ Stickstoff absorbieren; im selben Absatz steht, 
daß das bei Säugetieren nur ‚sehr selten“ beobachtet wird. Das 
letztere ist richtig. Bei den meisten Nüchternversuchen fanden 
sich ebenfalls Zuwachswerte, und zwar sind diese, wie die Einzel- 
angaben zeigen, im Durchschnitt keineswegs geringer als die bei 
Fütterung, und zu einer „Absorption“ kommt es z.B. bei 
Kaninchen überhaupt nicht. Dort ist sogar der größte Zuwachs- 
wert beim Nüchterntier. 

Es ist, ganz generell ausgedrückt, überhaupt nicht mög- 
lich, irgend welche Normen für die regellos zwischen 
ziemlich großen Extremen schwankenden Verände- 
rungen der Stickstoffzahlen an Säugetieren zu finden. 
Weder die Individualität des Tieres noch die Quantität und Art 
der Ernährung, noch die Versuchsdauer ergibt Regelmäßig- 
keiten. 
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Allerdings ist die Beziehung der Stickstoffmenge auf den 
Sauerstoff keine geeignete Relation. Das einzig richtige Maß 
wäre die Beziehung auf den gesamten Stickstoffumsatz, zum 
mindesten auf den Harnstickstoff. Da aber Regnault und Reiset 
diesen nicht bestimmt haben, so sind dann noch die absoluten 
Zuwachswerte ein weit besserer Maßstab als die Beziehung auf 
den Sauerstoffverbrauch. 

Bei großem Sauerstoffverbrauch, z. B. unruhigen Tieren, 
können bei dieser Berechnung große absolute Änderungen des 
Stickstoffes klein erscheinen, und umgekehrt kleine Änderungen 
groß, wenn der Sauerstoffverbrauch bei Ruhe und eiweißreicher 
Kost relativ klein zum Stickstoffumsatz wird. Überhaupt hat die 
Beziehung von Stickstoff auf den Sauerstoffverbrauch gar keine 
innere Bedeutung, sie könnte nur dann einen Sinn haben, wenn 
man die Stickstoffanreicherung durch Verunreinigung des zu- 
geführten Sauerstoffes erklären wollte; dann wäre sie allerdings 
eine direkte Funktion des Sauerstoffverbrauches. Doch ist diese 
Deutung, ja selbst eine derartige Fragestellung, bei Regnault 
und Reiset nirgends zu finden, da sie ja bestimmt an meta- 
bolisch gebildeten resp. verbrauchten Stickstoff denken, also 
wohl der Reinheit ihres Sauerstoffes sicher sind. 

Die absoluten Stickstoffänderungen ergeben nun 
bei Säugetieren ebenfalls nicht, sogar noch weniger irgend 
einen Zusammenhang mit der Ernährung und Ver- 
suchsdauer. 

Regnault und Reiset haben diesen Mangel offenbar selbst 
gefühlt, da sie zu der Hilfshypothese greifen, daß der elementare 
Stickstoff sowohl absorbiert als auch exhaliert wird, und wir 
also nur die Resultante dieser Prozesse erfassen können. 

Aber auch dann, sollte man meinen, müßte sich bei den 
zahlreichen Versuchen irgend ein Hinweis ergeben haben, unter 
welchen Umständen der eine oder der andere Prozeß prävaliert. 
Aber bei Säugetieren ist auch nichts, absolut nichts in dieser 
Hinsicht zu eruieren. Die Werte schwanken völlig regellos. 

Aber auch bei den Vögeln steht es nicht sehr gut um die 
Deduktionen von Regnault undReiset. Von den vier Versuchen 
mit negativer Bilanz ist 5l ein Nüchternversuch (—1937 mg in 
49 Stunden), dagegen 52 ein Versuch mit reicher Fleischfütterung 
seit 4 Tagen (—1521 mg in 46 Stunden), 54 ein Nüchternversuch 
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(—493 mg) und 55 ein Fleischversuch (—30 mg). Ein weiterer 
Nüchternversuch (59) ergab +13 mg Stickstoff. Alle anderen 
Fütterungsversuche waren positiv. 

Also zwei Versuche an Hühnern sind für die Theorie der 
Stickstoffabsorption bei nüchternen Tieren, einer dagegen; ein 
anderer ergibt starke Stickstoffabsorption bei reicher Fütterung. 
Das Material ist doch wohl auch hier zu spärlich, um darauf 
die Stickstoffabsorption im Nüchternversuch als gesetzmäßig 
zu betrachten. 

Um den einen widerstreitenden Versuch 52 unschädlich zu 
machen, kommt noch eine neue Hilfshypothese, daß die Absorption 
auch dann eintritt, wenn Nahrungswechsel erfolgt nach mehr- 
tägigem Hungern, und zwar noch 4 Tage nach Eintritt der neuen 
Kostordnung. Das ist denn doch wahrlich zu weit hergeholt! 

Bemerkenswert sind die fünf Versuche an dem kranken 
Enterich (60—64). 

In einem Fall (60) ist die Bilanz null, in allen anderen Fällen 
starke „Stickstoffabsorption“, 623—776 mg, unabhängig 
von der Versuchsdauer und der Nahrung. Der Nol" Versuch 
ist beim nüchternen Tiere gemacht, ebenso Versuch 62 mit —7 11mg 
in 38 Stunden. Also ein Versuch von zweien gegen die Nüchtern- 
absorption. Auf die anderen vier basiert sich eine neue Hypothese: 
„Bei leidenden Tieren tritt Stickstoffabsorption ein.“ 

Ziehen wir das Fazit, sohaben Regnault und Reiset 
mit Zuhilfenahme von nicht weniger als drei recht 
mangelhaft gestützten Hilfshypothesen einaktives, ge- 
ringfügiges Teilnehmen des elementaren Stickstoffes 
in Mengen, die nur selten l g überschreiten, abgeleitet. 

Da einerseits ihre Hilfshypothesen nicht sehr plausibel sind, 
andererseits aber ihre Befunde eine völlige Regellosigkeit der 
Stickstoffbilanz erkennen lassen, so taucht mit Notwendigkeit 
die Frage auf, ob die Stickstoffverschiebungen nicht im Ver- 
suche selbst ihre Erklärung finden, ob sie mit anderen Worten 
nicht nur Scheinresultate sind, in Wirklichkeit aber auf 
Versuchsfehlern beruhen mögen. 

Es fragt sich nun, welcher Art diese Versuchsfehler gewesen 
sein können. 

Für eine Zunahme des Stickstoffes bieten sich vier Möglich- 
keiten dar. Eine reelle Zunahme kann eintreten: 
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l. Durch Eindringen von Luftstickstoff in den 
Apparat; 

2. durch Verdrängung von Stickstoff aus den 
Körperhöhlen, dem Blute und den Lungen des Tieres 
durch andere Gase; 

3. durch Verunreinigung des zugeführten Sauer- 
etoffes. 

Eine scheinbare Vermehrung des Stickstoffes kann 
viertens vorgetäuscht werden durch zu niedrige Tem- 
peraturablesung oder zu hohe Druckablesung der 
Glockenluft am Schluß, und infolgedessen falsche Re- 
duzierung und Berechnung des Endvolums. 

Gehen wir nun diese vier Punkte der Reihe nach durch. 

Der dritte Punkt, die Verunreinigung des zugeführten Sauer- 
stoffes, ist bei Regnault und Reiset auszuschließen, da diese 
Forscher Kontrollanalysen des Sauerstoffes gemacht haben, die 
seine Reinheit ergaben. Wohl aber ist später in Versuchen anderer 
Forscher dieser Fehler wichtig geworden, worauf wir am geeigneten 
Orte zurückkommen werden. 

Als erste Fehlerquelle kommen Undichtigkeiten in Be- 
tracht; Anhaltspunkte, solche anzunehmen, liegen aber nicht vor. 
Allerdings muß gesagt werden, daß spätere Verbesserungen des 
Apparates gerade auf deren Vermeidung größeres Gewicht gelegt 
haben. 

Eine weitere Fehlerquelle ist die Verdrängung des im Körper 
vorhandenen oder mit dem Futter zugeführten Luftstickstoffes 
aus dem Darmkanal des Tieres durch andere Gase. Sehr große 
Fehler in demselben Sinne können durch Wasserstoff-, Kohlen- 
säure- resp. Methanentwicklung entstehen, die bei gefütterten 
Tieren auftreten!). 

Bei weitem wichtiger als derartige Fehlerquellen, die sich 
ja im übrigen gar nicht mehr kontrollieren lassen, scheinen mir 
die Möglichkeiten zu sein, die eine nur scheinbare Veränderung 
des Stickstoffvorrates herbeiführen können. Ich glaube sogar 
und schließe das aus meinen eigenen Versuchen, daß hier der 
Schlüssel der Frage liegt, daß also, um es kurz zu sagen, 


1) Pettenkofer, Über die Respiration landwirtschaftlicher Haus- 
tiere. Zeitschr. f. Biol. 1, 38, 1865. 
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alle Veränderungen des Stickstoffvorrates auf diese 
Fehler zu beziehen sind. 

Um den Gesamtbestand an Stickstoff zu bestimmen, muß 
man das Totalvolumen der Luft vor und nach dem Versuche 
und den Prozentgehalt an Stickstoff kennen. Den zweiten Punkt 
muß man von der Diskussion ausschließen und a priori annehmen, 
daß die Analysen richtig sind, da jedes Material zu ihrer An- 
zweiflung fehlt. 

Dagegen läßt sich auch nachträglich wohl die Frage er- 
örtern, ob das Totalvolumen richtig bestimmt ist. 

Es gibt dafür zwei Wege. Entweder verzichtet man auf 
eine Bestimmung des wirklichen Volumens und bemüht sich, die 
äußeren Bedingungen — Druck und Temperatur — konstant zu 
erhalten, so daß eine prozentige Änderung des Stickstoffgehalts 
allein für eine Änderung des reellen Gehalts beweisend ist, oder 
man bestimmt vorher und nachher durch Ablesung von Druck 
und Temperatur das reduzierte Volumen selbst und rechnet 
aus den Prozentzahlen das reelle Stickstoffvolumen vorher und 
nachher aus. 

Regnault und Reiset, sowie die meisten ihrer Nach- 
folger, haben den ersten Weg beschritten; sie bemühen sich, 
Druck und Temperatur wieder auf den Anfangsstand zu bringen. 
Wie ich später zeigen werde, habe ich den anderen Modus gewählt, 
da es mir sicherer erscheint, einen gegebenen Zustand abzulesen, 
als einen gewoliten künstlich herbeizuführen. Man fügt dadurch 
ja den bereits vorhandenen, unvermeidlichen Fehlerquellen noch 
eine neue, die zu vermeiden möglich ist, hinzu. 

Die beiden Verfahren anhaftende Fehlerquelle ist meines 
Erachtens die hauptsächliche Fehlerquelle sämtlicher Ver- 
suche im Respirationsapparate: die Bestimmung der Tem- 
peratur. 

Der Druck läßt sich leicht sicher bestimmen. Wenn 
man am Manometer mit Hilfe einer genügend empfindlichen 
Flüssigkeit oder bei Quecksilberskalen mit dem Fernrohr abliest, 
so ist die Genauigkeit ausreichend. 

Viel schlimmer steht es mit der Temperaturmessung. Stellen 
wir uns doch nur vor: Ein Raum von vielen Litern Luft, in dem 
eine ständige Wärmequelle — das Tier — sich befindet, mit ziem- 
lich spärlicher — bei Regnault-Reiset sogar sehr schlechter — 

27° 
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Ventilation, der ständig einen Teil seiner Wärme nach außen an 
das umgebende Wasser abgibt. Es ist eigentlich selbstverständ- 
lich, unbegreiflicherweise aber kaum beachtet, daß sich hier 
ein infolge der verschiedenen Einflüsse unkontrollier- 
bares Temperaturgefälle von dem warmen Tier zum 
Außenwasser ausbildet. Erst der Tierleib, dann die Haare 
resp. Federn mit einem festhaftenden Mantel von warmer Luft, 
dann Zonen verschiedenartigster Temperaturen, bedingt durch 
die mehr oder weniger gut ventilierten Stellen, dann die Wand 
und schließlich das Wasser! Und die Resultante aller dieser 
wechselnden Temperaturen soll ein einziges Thermometer 
geben, das im Außenwasser angebracht ist. Es kann dies ganz 
ungeheure Fehler bedingen, sobald das Volumen groß genug ist, 
aber auch schon bei Regnault und Reiset genügt 1° Falsch- 
lesung — und das ist bei ihrer schlechten Ventilation nicht viel — 
um einen Fehler von ca. 200 ccm Luft zu ergeben. 

Der Unterschied zwischen Wassertemperatur und der durch- 
schnittlichen Wärme der Luftmasse muß sich noch wesentlich 
ändern, wenn das Tier Bewegungen ausführt. Dieser 
Umstand könnte manche individuelle Besonderheiten 
erklären. 

Eine einfache Überlegung zeigt ferner, daß bei dem ge- 
wöhnlichen Schema dieser Fehler stets einen Zuwachs 
an Stickstoff vortäuschen wird. Denn es wird wohl stets 
die Temperatur des Außenwassers niedriger sein als die des 
Innenraumes. Daraus folgt, daß die zu niedrige Temperatur- 
ansetzung des Respirationsraumes eine Zuhochan- 
setzung des Volumens zur Folge hat, die wieder eine 
— scheinbare! — Vermehrung des Stickstoffes bedingt. 

Dieser Fehler ist bei Anwendung einer Messung im Außen- 
wasser unvermeidbar, allerdings unter günstigen Umständen sehr 
erheblich einzuschränken. Diese Umstände wären gut leitender 
Metallkasten, sehr gute Ventilation, sorgfältige un- 
unterbrochene Durchrührungdesumgebenden Wassers. 
Ich werde bei meinen Versuchen zeigen, daß sich dann tatsächlich 
der Fehler sehr verkleinern läßt. Bei Regnault und Reiset 
sind aber diese günstigen Bedingungen nicht vorhanden, sie haben 
Glaswand, schlechte Ventilation, Durchmischung des 
AußenwassersnurzuAnfangundSchlußdesVersuches. 
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Nun liegt aber in der Anordnung von Regnault und Reiset 
und ihren Nachfolgern eine Steigerung dieser Fehlerquelle in 
dem Bestreben, die Temperatur auf ihren Anfangswert künstlich 
zurückzuführen. Dies geschieht dadurch, daß sie eine Stunde 
vor dem Abbrechen des Versuches die Temperatur des Außen- 
wassers auf die Anfangstemperatur bringen, — offenbar durch 
Zusatz von kaltem resp. warmem Wasser. 

Damit machen sie nun einen neuen Fehler: sie glauben, 
daß das Innengas in dieser kurzen Zeit tatsächlich die Tem- 
peratur des Außenwassers angenommen haben soll, — 
eine Annahme, die willkürlich, und wie ich später zeigen werde, 
tatsächlich unzutreffend ist. Hier steckt ein ganz un- 
kontrollierbarer, möglicherweise enormer Fehler. Und das 
allerwichtigste ist, daß dieser Fehler je nach den äußeren Um- 
ständen ebensowohl einen Zuwachs wie ein Defizitan 
Stickstoff vortäuschen kann. Dies hängt eigentlich fast 
ausschließlich von der Temperatur des Arbeitsraumes ab, 
und bei genaueren Betrachtungen zeigt sich, daß meist ein schein- 
barer Zuwachs von Stickstoff zu erwarten sein wird. 

Fall I. Die Temperatur des Arbeitsraumes sei wäh- 
rend desganzen Versuches konstant, oder wenigstens stelle 
sich — bei langen Versuchen — schon stundenlang vorher auf 
fast dieselbe Temperatur wie am Anfang ein: es liegt auf der 
Hand, daß dann ausschließlich die Fehlerquelle in Betracht 
kommt, die wir oben ausführlich geschildert haben: das Außen- 
wasser zeigt eine zu niedere Temperatur; Resultat: Zuviel 
Stickstoff. 

Fall II. Die Temperatur des Außenwassers ist höher 
als am Anfang. Dieser Fall ist häufig, da in dem Arbeits- 
raume während der Versuche wohl oft die Temperatur allmählich 
steigen wird. Dann wird der Hauptfehler erhöht. Die Außen- 
temperatur wird ja noch künstlich herabgesetzt, ohne daß die 
Innenluft vollkommen folgt. Resultat: Zuviel Stickstoff, unter 
Umständen sehr erhebliche Werte. 

Fall III. Die Endtemperatur ist niedriger als am 
Anfang. Dies kann z. B. sehr leicht eintreten, wenn der Ver- 
such nach einer kühlen Nacht morgens abgebrochen wird, wenn 
die Heizung unzureichend war usw. Dann wird warmes Wasser 
zugesetzt, und nun dreht sich der Fehler um: die Innentemperatur 
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folgt wieder nicht der willkürlich gesetzten Außentemperatur. 
Die Innentemperatur wird also zu hoch angesetzt, das Total- 
volumen niedriger berechnet. Resultat: Scheinbares Stickstoff- 
defizit. 

Natürlich muß es im letzten Falle nicht gleich ein Defizit 
werden. Ist der Unterschied zwischen Anfang und Ende un- 
bedeutend, so kann die künstliche Erwärmung des Wassers es 
bedingen, daß die Ablesung der wirklichen Innentemperatur 
fast gleich wird. Dann erhält man eine Nullbilanz des Stickstoffes 
oder sehr kleine Differenzen. 

Das Resultat dieser Betrachtungen ist also folgendes: die 
ausschließliche Ablesung der Temperatur des Außen- 
wassers bedingt, wenn starke Temperaturschwankun- 
gen im Außenraume nicht vorhanden sind, einen kon- 
stanten, nicht gerade kleinen Fehler nach der positiven 
Seite hin; durch die Zumischung von kaltem Wasser 
wird dieser Fehlerunter Umständenkolossal gesteigert, 
durch künstliches Erwärmen vermindert, aufgehoben 
oder selbst in sein Gegenteil verkehrt.!) 

Diese Betrachtungen sind nicht etwa weit hergeholt und 
willkürlich konstruiert: es sind ganz platte Selbstverständlich- 
keiten, daß Regnault und Reiset manchmal kaltes, manch- 
mal warmes Wasser zugegossen haben müssen. 

Leider ist es unmöglich, die Frage an einzelnen Versuchen 
zu entscheiden, da Regnault und Reiset die Änderungen der 
Temperatur nicht angeben, sondern eben nur die von ihnen 
gemessene Temperatur. Sie geben auch nicht die Tagesstunden 
an, aus denen man wenigstens gewisse Rückschlüsse machen 
könnte. 

Wir müssen also leider bei dem Fazit stehen bleiben, daß 
die Regnault und Reisetsche Anordnung notwendig 
zu dem Resultat einer wechselnden Stickstoffbilanz 
führen muß, und zwar häufiger zu einer positiven als 
zu einer negativen, daß wir aber die einzelnen Versuche 


1) Einen dafür außerordentlich charakteristischen Versuch aus 
meinen eigenen werde ich später geben. Es läßt sich auch, wie wir später 
sehen werden, zeigen, daß die Temperaturänderungen des Außenwassers 
viel mehr denen des umgebenden Arbeitsraumes als denen des Tierkastens 
folgen. 


Anteilnahme elementaren Stickstoffs am Stoffwechsel der Tiere. 40] 


nicht mehr daraufhin nachprüfen können, nach welcher Richtung 
der Fehler gewirkt hat. 

Ist also dieser Fehler schon bei dem relativ kleinen Raum, 
den Regnault und Reiset für ihre Versuche benutzten, sehr 
ins Gewicht fallend, so steigt er ganz kolossal, wenn man große 
Respirationskästen benutzt. Dies zeigt sich in klassischer Weise 
bei den Versuchen Reisets!). 

Reiset hat den ersten Apparat zu Versuchen mit größeren 
Tieren modifiziert. Die Methode blieb im wesentlichen dieselbe. 

Bevor wir auf eine Kritik eingehen, mögen seine Versuche 
angeführt werden: 


l. Schaf. . . . . l4 h N + 3,2 g= 26 | 
2. Hammel 13 h N + 2,32g = 1,851 
3. Schaf. .... l4 h N + 41,0 g=33 1(!) 
4. Schaf . .... 12 h N + 338g = 2,661 
5. Schaf... . . 13 h N + 9,84g= 6 |] 
6. Kalb ..... 13 h N + 3,57g = 2,8 | 
7. Kalb ..... 11:/, h N + 3,85g = 29 | 
8. Kalb ..... 141/, h N + 4,35g = 35 1 
9. Schwein. . . . Läb N + 0,9 g= 0,7 1 
10. Schwein. . . . 131/⁄, h N + 0,llg = 0,1 1 
ll. Schwein. . . . 131/4, h N = 1,231 
12. 4 Gänse. .. . 25 h N + 207g = 1,651 
13. 2 Puten. . . . 181/4 h N + 142g = 1,151 


Schon Pettenkofer?) hat diese Versuche einer scharfen 
Kritik unterzogen, indem er Reiset vorwarf, daß sein Apparat 
noch genau dieselben Fehlerquellen aufweist wie der alte Reg- 
nault-Reisetsche Apparat, insbesondere keine Gasdichtigkeit 
garantiert. Vor allem aber beweisend für die Leichtfertigkeit, 
mit der analytisch gefundene Stickstoffvermehrung nun sans 
phrase als wirklich neugebildeter Stickstoff hingestellt wird, ist 
der Versuch 3 von Reiset an einem Schafe, das vorher gefressen 
hatte und bedeutenden Meteorismus bekam. Dieser Versuch 
ergab einen scheinbaren Zuwachs von nicht weniger als 33 1 


1) Reiset, Rech. chim. sur la respiration des animaux d'une ferme. 
Ann. chim. phys. (3) 69, 128, 1863. 

2) Pettenkofer: Über die Respiration von landwirtschaftlichen 
Haustieren. Zeitschr. f. Biol. 1, 38, 1865. 


402 C. Oppenheimer: 


Stickstoff. Pettenkofer führt diesen Stickstoffzuwachs wohl 
mit vollem Recht vor allem darauf zurück, daß das bei dem 
Meteorismus entstehende Grubengas alle Luft, die mit der Nah- 
rung zugleich verschluckt war und allen Stickstoff aus dem Darm 
ausgetrieben hat. Im übrigen ist es unbegreiflich, daß dieser 
Versuch überhaupt von Reiset beachtet worden ist, denn 42 g 
Stickstoff ist mehr, als die gesamte Stickstoffausscheidung eines 
Schafes in 24 Stunden beträgt, so daß also in Kot und Harn 
überhaupt nichts hätte erscheinen dürfen. Der Widersinn liegt 
also hier klar zutage. 

Diesen Einwänden kann man noch andere anschließen. 
Es fehlen bei Reiset Analysen des Sauerstoffes, dessen Stickstoff- 
freiheit supponiert wird. Es fehlt aber hier wieder vor allem die 
Möglichkeit einer durchschnittlichen Temperaturmessung am 
Ende des Versuches. Bei 550 l macht 1° falsche Ablesung der 
Temperatur aber fast genau 2 l! Es kann auch hier fast un- 
bedenklich angenommen werden, daß die Temperatur des um- 
gebenden Wassers mangels völliger Umhüllung — eine Seite des 
Kastens grenzte an Luft — bei dem viel zu kleinen Wassermantel 
und der zweifellos ungenügenden Ventilation und Durchmischung 
stets zu niedrig abgelesen und deshalb der Endstickstoff 
stets zu hoch gefunden wurde. 

Ferner sind häufig die Aralysen schlecht stimmend. Diffe- 
renzen von 0,12%, im Anfangsstickstoff und 0,22 im Endstickstoff 
(Versuch 8) geben eventuell kolossale Verschiebungen, hier im 
Höchstfalle 0,3%, = ca. 1,71 oder gar (Versuch 4) eine Differenz 
von 0,4%, im Anfangsstickstoff! 

Es wachsen eben bei einem so großen Volumen alle Ab- 
lesungs- und Analysenfehler ins Ungeheure. Unter diesem Ge- 
sichtspunkte sind die Zahlen von Reiset bei dem zehnfach 
größeren Volum ebenso sicher nicht über die Fehlergrenze hinaus- 
gehend wie die kleineren von Regnault und Reiset. 

Änderungen des Tiervolumens hat Reiset nirgends berück- 
sichtigt, sie können abergerade beiWiederkäuern durch Entwicklung 
von Gärungsgasen im Darmkanal sehr erheblich sein und würden 
dann entsprechende Vermehrungen des Stickstoffes im Kasten 
vortäuschen. 

Kurzum, die Methodik Reisets zeigt die Fehlerquellen der 
älteren Versuche, aber wegen des großen Luftvolums auf das 
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Zehnfache vergrößert, seine Abweichungen sind also relativ nicht 
größer als die Regnault und Reisets, und daß sie meist positive 
Ausschläge erzeugten, liegt vor allem an der falschen, zu niedrigen 
Temperaturbestimmung des Endvolums, für die dieselben Er- 
wägungen gelten wie für die Versuche von Regnault und 
Reiset. Auch abgesehen von dem einen, ganz unsinnigen Ver- 
suche hat Reiset also das Problem der Stickstoffexhalation 
nicht gelöst. 

Sanders-Ezn!) fand in 36 Kaninchenversuchen 24mal 
keine Anteilnahme des Stickstoffes, 8mal Absorption, davon 
3mal in erheblichen Mengen. Es erübrigt sich, auf die großen 
Fehlerquellen seiner Methode einzugehen, da Verfasser selbst sie 
ausdrücklich hervorhebt und die Bedeutung seiner Arbeit für die 
Stickstoffbilanz selbst sehr gering einschätzt. Wir können also 
diese Arbeit als unwesentlich übergehen. Wenn nun auch 
Scheremetjewski?) eine Fehlerquelle des Sanders-Eznschen 
Apparates verbessert und den zugeführten Sauerstoff jedesmal 
analysiert hat, so ist auch seine Methode, die wie die Sanders- 
Eznsche nicht im geschlossenen Respirationsapparat, sondern 
mit Schnauzenkappen arbeitet, wegen der unvermeidlichen 
groben Undichtigkeiten für so subtile Fragen wie die Stickstoff- 
bilanz nicht geeignet. Er fand, wie beiläufig zu erwähnen, 
12 negative und 5 positive Ergebnisse neben Reihen von anderen, 
die auch nach seiner Meinung sicher auf Undichtigkeiten be- 
ruhen. 

Colasanti?) arbeitete im Pflügerschen Laboratorium an 
einem kleinen Apparat nach dem Regnault-Reisetschen 
Prinzip, in dem indessen zwei Fehlerquellen, nämlich die langen, 
niemals zuverlässigen Kautschukschläuche und die schlechte 
Absorption der CO, vermieden waren. 

Colasanti fand in zwei von seinen Versuchen folgende 
Stickstoffwerte, die sich aus seinen Detailangaben berechnen 
lassen: 


1) Sanders-Ezn, Der respiratorische Gasaustausch usw. Ber. d. 
sächs. Akad. 19, 58, 1867. 

2) Scheremetjewski, Über die Änderung des respirator. Gas- 
austausches usw. Ber. d. sächs. Akad. 20, 154, 1867. 

3) G. Colasanti, EinfluB der umgebenden Temperatur auf den 
Stoffwechsel der Warmblüter. Pflügers Archiv 14, 92, 1877. 
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| 
N vorher |Zuwachs Total | End-N | Diff. 








1.3h10| 79,04% 80,39 % 80,37% — 0,02% 
= 3288,4 = 3344,5 = 3343,6 =] cem 
2,2 h25 3349,8 42,9 80,05 % 80,21% +0,16 
= 3392,7 = 3399,3 = 6,6 ccm 


Leider liegen für die anderen 18 Versuche die notwendigen 
Daten nicht vor, weder Anfangsvolum noch Analysen des Gases 
in der Glocke, so daß mehr Material aus den Colasantischen 
Versuchen nicht herauszuziehen ist. Es liegt dies daran, daß 
eine Untersuchung dieser Frage nicht im Sinne des Autors ge- 
legen hat, er die beiden brauchbaren Versuche vielmehr nur 
quasi als Kontrolle dafür berechnet hat, ob eine etwaige Anteil- 
nahme des elementaren Stickstoffes für seine Zwecke eine Fehler- 
quelle darstellen könnte. Immerhin sind die beiden tadellosen 
Versuche als schätzenswertes Material zu benutzen. 

H. Schulz?) gibt ganz kurz, ohne Zahlen zu nennen, an, 
daß seine Frösche ‚scheinbare Stickstoffexhalationen‘“ gezeigt 
haben. Er scheint also selbst auf seine Befunde kein Gewicht 
zu legen. | 

Speck?) bestimmte bei mehreren Reihen kurzer Respira- 
tionsversuche am Menschen die Stickstoffmenge, die in der Ein- 
atmungsluft enthalten war und die der ausgeatmeten Luft. Bei 
einem durchpassierten Volumen von mehreren Litern per Minute 
fand er stets nur winzige Differenzen: 3—8 ccm, die natür- 
lich innerhalb der analytischen Fehlergrenze liegen. Er hält 
im übrigen ebenfalls eine effektive Anteilnahme atmosphä- 
rischen Stickstoffes nicht für erwiesen und betont für die 
Reisetschen Versuche speziell die Verdrängung von Luftstick- 
stoff aus dem Körper durch Darmgase als Ursache mancher 
Irrtümer. 


1) „Zuwachs“ = dem im O enthaltenen N, sowie dem N aus zwei 
Behältern in der O-Leitung (einem Ventilfläschehen und einem Stück Rohr, 
die anfangs mit Luft, am Schluß mit O gefüllt waren). 

2) Schulz, Über die Abhängigkeitsverhältnisse zwischen Stoff- 
wechsel und Körpertemperatur. Pflügers Archiv 16, 84, 1877. 

3) Speck, Über den Einfluß des Lichtes auf den Stoffwechsel. Archiv 
f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 12, 1, 1879. 
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Leo!) benutzte im Gegensatz zu den großen Respirations- 
kästen einen ganz kleinen, nur 500 ccm fassenden Atemraum 
(Spirometer), in den und aus dem das Versuchstier durch eine 
Trachealkanüle atmete. Sowohl die Inspirations- als die Ex- 
spirationsluft passierte Kaliventile, letztere auch eine glühende 
Kupferspirale. 

Der Raum wurde vor dem Versuch mit reinem O gefüllt, 
dann atmete das Tier reinen O aus einem geschickt konstruierten 
Gasometer mit konz. CaCl, als Sperrflüssigkeit. Fast der ganze 
Apparat sowie das Tier befanden sich unter Wasser. 

Für die Übergangszeit, während der das Tier reinen O ein- 
atmete, dagegen seine Lungenluft ausatmete, waren natürlich 
die nötigen Schaltvorrichtungen getroffen, und durch lange Vor- 
periode auch versucht, die nachträglich durch Diffusion aus 
Blut und Darm in die Exspirationsluft übergehenden Stickstoff- 
mengen zu entfernen. Dann erst begann der eigentliche Versuch, 
indem das Tier mit Kanülenrohren, Ventilen, Schaltstücken, dem 
Atemraum und einem Eudiometer ein geschlossenes System dar- 
stellte, das nur gegen die Sauerstoffleitung hin offen war. 

Die ersten Versuche, bei denen das Tier nicht in Wasser 
versenkt war, ergaben Stickstoffpluswerte, die natürlich indirekt 
aus der Luft stammen. Als Eingangspforte kommt dabei außer 
der Afteröffnung noch die Haut in Betracht. Wenigstens konnte 
beim Menschen Zuelzer?) die Resorption von Sauerstoff durch 
die Haut nachweisen. Sie waren zwar beim Eingipsen des 
Kopfes kleiner, aber noch recht erheblich. Dagegen fallen in den 
letzten Versuchen, bei denen das Tier durch Wasser von der 
umgebenden Luft abgesperrt war, die Stickstoffwerte fast auf null. 


| Dun | Gewicht Dauer. h | Gewicht gef. N cem 


1 1 | 2075 0,54 
2 3 1590 2,09 
3 2 9400 1,60 
4 3,40’ 3070 3,95 


1) Leo, Zur Frage der Bildung von freiem Stickstoff. Pflügers Archiv 
26, 218, 1881. 

2) Zuelzer, Die Sauerstoffaufnahme durch die Haut. Zeitschr. f. 
klin. Med. 53, 1904. 
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Diese Werte, bei denen ein geringer Stickstoffgehalt des O 
nicht einmal abgezogen ist, fallen absolut in die Fehlergrenze der 
Analysen. 

Leider sind diese Versuche von Leo nicht weiter ausgeführt 
worden, so daß das Zahlenmaterial etwas klein erscheint. Die 
Methodik erscheint für die spezielle Fragestellung recht zweck- 
mäßig. 

In der Tat sind eine Reihe von Versuchen nach einer der 
Leoschen sehr ähnlichen, in einigen Punkten noch verbesserten 
Methodik von Tacke im Zuntzschen Institut ausgeführt worden. 
Sie ergaben unzweifelhaft eine Nullbilanz des Stickstoffes. Die 
Resultate sind aber nie publiziert worden, weil unglücklicherweise 
dem Autor bei einem Besuch im Elternhause sämtliche Protokolle 
verbrannten, so daß von der Arbeit nur das Resultat übrig bleibt, 
das nur moralischen Wert für das vorliegende Problem besitzt. 

Bei Fischen hat Baumert!) die Respiration untersucht. 
Er fand bei Schleien und Goldfischen keine ersichtliche Anteil- 
nahme des elementaren Stickstoffes. Dagegen fand er bei Cobitis 
fossilis eine Absorption von Stickstoff, die die Fehlergrenze über- 
schreitet. Seine eigenen Tabellen besagen aber eigentlich gar 
nichts. Die Schwankungen sind außerordentlich geringfügig und 
fallen auch von 14 Fällen dreimal nach der anderen Seite aus. 
Es ist damit also so gut wie nichts anzufangen. 

Weitere Versuche an Fischen liegen aus dem Zuntzschen 
Institute vor. Zuntz hat bekanntlich einen nach dem Regnault- 
Reisetschen Prinzip konstruierten Respirationsapparat ange- 
geben, an dem zunächst Knauthe Versuche gemacht hat, die 
Zuntz publiziert hat?). 

Aus diesen mit Aufbietung aller Kautelen, besonders auch 
in bezug auf die Temperaturmessung unter Anwendung eines 
Thermobarometers angestellten Versuchen ergab sich nun, daß 
auch hier nicht der geringste Anhaltspunkt für eine Anteilnahme 
des elementaren Stickstoffes zu finden war. Die kleinen Differenzen 
fallen absolut in die Fehlergrenzen. Im einzelnen sind die Stick- 
stoffzahlen der Versuche folgende: 


1) Baumert, Über die Respiration des Schlammpeitzgers. Heidel- 
berg 1852. 

2) Zuntz, Sitzungsber. d. physiol. Ges. Berlin. Arch. f. (Anat. u.) 
Physiol. 1901. 
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Die Versuche dauerten 4—6 Stunden. 


Sauerstoffverbrauch Stickstoffdifferenz 
pos. neg. 

l. 1170 cem — 9,9 ccm 
2, 1888 „, 7,9 — 
3. 1232 ,, — 11,3 ,, 
4. 7221 ,, — 13,4 ,, 
5. 1459 ,, — 47 „ 
6. 1608 „, 5,7 — 
7. 1534 ,, — 84 „ 
8. 1729 ,, — 10,3 - 
9. 815 ,, 3,8 Ss 
10. 1202 ,, — 0,6 ,, 


Man sieht, daß diese Zahlen, wenn überhaupt, auf ein Defizit 
eher hindeuten würden als auf Exhalation, aber die Zahlen sind 
überhaupt viel zu klein. Es sind einfache Fehler, wie sich auch 
daraus ergibt, daß auch Kontrollversuche ganz ähnliche Werte 
ergeben. Man findet bei Versuchen ohne Fische Pluswerte von 
5,8 und 4,6, Defizitwerte von —7,2 ccm. 

Diese Versuche werden zurzeit im Zuntzschen Institut 
fortgesetzt. Wie ich aus privaten Mitteilungen von Cronheim, 
der seine Versuche noch nicht publiziert hat, entnehme, fand er 
in 5 Versuchen: viermal plus, nämlich 13,6; 31,9; 20,8; 39,5, 
und einmal —2,8. Auch diese Werte liegen in der Fehlergrenze 
bei einem Apparat von 51 Atemraum. 

Da weder durch die verschiedenen Stoffwechselversuche, noch 
durch die Respirationsversuche von Regnault und Reiset die 
Frage der Anteilnahme des elementaren Stickstoffes völlig geklärt 
erschien, so unternahmen es Seegen und Nowak!) in zwei ver- 
schiedenen Versuchsreihen, die Frage noch einmal zu prüfen. Da 
die beiden Apparate verschieden sind, so erscheint es zweckmäßig, 
‚auch die beiden Arbeiten getrennt zu behandeln und zu kritisieren. 
In ihrer ersten Mitteilung beschreiben Seegen und Nowak einen 
kleinen Apparat, dessen Hauptbestandteile folgende sind: 

Ein ca. 23 l fassender Glaskäfig, der in Wasser versenkt ist, 
und durch dessen Deckel die Röhren für die Sauerstoffzuleitung, 


1) Seegen und Nowak, Versuche über die Ausscheidung von gas- 
förmigem Stickstoff. Sitzungsber. d. Wien. Akad. (3) 71, 329, 1875. 
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die Probeentnahme und das Manometer hindurchgehen. Im 
Innern ein Behälter für festes Kali zur Absorption von Kohlen- 
säure, ein Drahtgeflecht, auf dem das Tier sitzt und ein liegend 
angebrachtes Thermometer. Der Sauerstoff wurde aus reinem 
Kaliumchlorat entwickelt und in einem Gasometer von ca. 80 l 
Inhalt aufgefangen. Von dort wurde er durch einen Schlauch in 
den Apparat gedrückt. 

Der Apparat wurde auf Dichtigkeit geprüft, indem man ihn 
tagelang unter Druck stehen ließ. 

Der Versuch wurde in der Weise vorgenommen, daß das Tier 
in den Apparat hineingebracht wurde, der Sauerstoff in Gang 
gesetzt und nach einer halben Stunde die Anfangskonstanten 
bestimmt, sowie eine Analysenprobe entnommen wurde. Zum 
Ende des Versuches wurde durch Zufügen geeignet temperierten 
Wassers in den Außenraum die Innentemperatur wieder auf die 
ursprüngliche gebracht, der Druck durch Änderung des Über- 
druckes ebenfalls auf den Anfangswert gebracht und dann eine 
Analysenprobe entnommen. Es braucht dann nichts weiter 
angegeben zu werden als die Zahlen der Anfangs- und der End- 
analyse, aus denen der Zuwachs an Stickstoff ersichtlich ist. 
Dabei ist die Voraussetzung, daß tatsächlich die Masse 
der Luft vor und nach dem Versuche dieselbe geblieben 
ist. Mit der Frage der Berechtigung dieser Annahme 
stehen und fallen die Schlußfolgerungen der Autoren. 

Seegen und Nowak haben an diesem Apparat eine Reihe 
von Versuchen angestellt, die sie selbst als vorläufige Orien- 
tierungsversuche hinstellen. Sie ergeben folgendes: 


Tabelle der Seegen-Nowakschen Versuche I. 
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Außerdem machten Seegen und Nowak mit ihrem Apparate 
noch zwei Kontroliversuche, indem sie anstatt des Tieres eine 
Weingeistflamme in den abgeschlossenen Raum brachten. Sie 
erhielten dabei keine Spur von Stickstoffzuwachs.. Da die 
Versuche nur sehr kurz sein konnten, wollten Seege n und Nowak 
von vornherein dem Einwand begegnen, daß etwa bei den anderen, 
länger dauernden inzwischen Stickstoff in den Sauerstoff ein- 
gedrungen sein könnte; sie verwendeten mithin zu dem zweiten 
Versuche einen Sauerstoff, der 6 Tage im Gasometer gestanden 
hatte, das Resultat blieb dasselbe. 

Diese Versuche erweisen nach der Ansicht der 
Autoren die Exhalation von Stickstoff unwiderleglich. 

Gegen ihre Ansicht, daß die Exhalation eine ständige Funktion 
des Stoffwechsels ist, stimmen nun zwei Beobachtungen schon 
wieder bedenklich. Erstens ergibt von den acht Versuchen einer 
keine Spur von Zuwachs, sondern eine winzige Abnahme, bei 
den anderen schwanken die Zahlen wieder gerade so regellos, 
wie wir es bei Regnault und Reiset gesehen haben. Eine 
Funktion muß doch eine gewisse Regelmäßigkeit haben, sie sollte 
doch eigentlich nicht in’so enormen Grenzen schwanken, wie wir 
dies auch hier wieder sehen. Solche Regellosigkeiten müssen 
immer wieder den Verdacht wecken, als ob hier Scheinresultate 
vorliegen: Fehler können viel eher regellos auftreten. 

Es ist sehr zu bedauern, daß Seegen und Nowak bei 
dieser so eminent wichtigen Arbeit sich so äußerst kurz gefaßt 
haben. Es fehlen die Angaben über die verbrauchten Sauerstoff- 
mengen, die Angabe, ob die Reinheit des Sauerstoffs geprüft 
wurde. Es fehlen Angaben über die Methodik der Gasanalyse, 
besonders bei den Gemischen, die brennbare Gase enthielten. 
Es fehlen ferner alle abgelesenen Daten über Druck und Tem- 
peratur, kurz, sie geben weiter nichts als die nackten Resultate. 

Unter diesen Umständen lassen sich bei einigen der wich- 
tigsten Detailfragen gar keine nachträglichen Prüfungen bewerk- 
stelligen. Wenn nach ihrer Meinung die Ausscheidung von Stick- 
stoff eine normale Funktion des Organismus ist, so muß sie 
immer vorhanden sein, also muß nach ihrer Annahme der Ver- 
such 2 einen Fehler enthalten; wo steckt dieser Fehler? Ist ein 
Versuch am Tier ohne Stickstoffzuwachs aufzufinden, so werden 
dadurch natürlich auch die beiden Kontrollversuche weniger 
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wert. Alle diese Fragen könnte man besser prüfen, wenn wir 
mehr Daten hätten. So muß man allerlei Bedenken, die man 
haben könnte, ohne weiteres zurückstellen, da jedes Material fehlt. 

Es fragt sich nun, welche Bedenken oder Fehlerquellen nach 
alledem noch übrig bleiben. 

Eine Stickstoffquelle liegt auf der Hand. Der Apparat war 
sehr schlecht ventiliert, die Absorption der Kohlensäure eine un- 
genügende. Die schlechte Ventilation wird aller Wahrscheinlich- 
keit nach bedingen, daß der gefundene Gehalt des Endgases an 
Kohlensäure hinter dem wirklich vorhandenen zurückbleibt. 
Es muß sich nämlich einerseits um das Tier herum ein Mantel 
von kohlensäurereicher Luft sammeln, da sich die Exspirations- 
luft nicht gleichförmig verteilen wird. Es ist ferner anzunehmen, 
daß sich ein Teil der so reichlich gebildeten und mangelhatt ab- 
sorbierten Kohlensäure nach unten ziehen wird, so daß sich anı 
Boden des Gefäßes eine an diesem Gas reichere Luft finden wird 
wie oben. Nun entnehmen aber Seegen und Nowak ihre Ana- 
lysenproben dem Gas von dem oberen Teile her, so gut wie sie 
den Sauerstoff von oben her einleiten. Wenn aber die Verteilung 
so ist, so gibt die Analyse eben kein Bild von der wahren 
Zusammensetzung des Endgases. Denn das lagernde Gas 
ist natürlich in demselben Maße ärmer an Stickstoff, wie 
es reicher an Kohlensäure ist, als das obere zur Probe ent- 
nommene. Auf diese Weise lassen sich große Fehler 
erklären. Natürlich lassen sich solche Dinge nicht mehr zahlen- 
mäßig nachrechnen; die Bildung von Wasserstoff sowie etwaige 
Bewegungen des Tieres, die eine Mischung bewirken, schaffen neue 
Komplikationen. Man kann nur sagen, daß hier ein Fehler 
vorhanden ist, derindem Sinne wirkt, wiees die „Exha- 
lation“ von Stickstoff verlangt. 

Ebenfalls im wesentlichen auf das Konto der schlechten 
Durchmischung ist auch der wesentlichste Fehler zu setzen, 
die Unmöglichkeit einer exakten Temperaturbestim- 
mung. Wir haben ja schon bei der Besprechung der Versuche 
von Regnault und Reiset ganz ausführlich diese Frage disku- 
tiert und können uns deshalb hier kurz fassen. Es ist sicher, 
daß um das Tier herum sich ein Mantel von wärmerer Luft ge- 
bildet haben muß, der nicht ausreichend durch eine wirksame 
Ventilation auseinandergerissen und verteilt wurde. Dann aber 
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muß das einzige Thermometer einen zu niedrigen Wert 
ergeben. Wenn also, wie es hier geschehen, durch Zufügung ge- 
eignet temperierten Wassers in den Außenbehälter die Temperatur, 
wie sie das im Innern befindliche Thermometer zeigt, wieder auf 
den ursprünglichen Stand gebracht wird, so ist die Annahme, daß 
nunmehr tatsächlich die ursprüngliche Masse von Luft wieder 
vorhanden sei, ein Irrtum. Es ist tatsächlich weniger an Masse 
vorhanden, das heißt der Prozentgehalt an Stickstoff muß ge- 
steigert sein. Daran wird dadurch auch nichts Entscheidendes 
geändert, daß die Autoren eine halbe Stunde vergehen ließen, 
bevor sie die Anfangsprobeentnahme machten. In dieser kurzen 
Zeit können die Differenzen sich noch nicht so ausgebildet 
haben, wie das in gänzlich unkontrollierbarer Weise während des 
Versuches geschehen kann. Die Temperaturmessung ist auch 
hier wieder der Stein des Anstoßes. In einem absolut unge- 
nügend ventilierten Raum, in dem ein lebendes Tier sich befindet, 
kann man die Temperatur mit einem einzigen Thermo- 
meternicht messen. Das gilt für Seegen und Nowa ks Apparat. 
ebensogut, wie für alle anderen. Daß die Kontrollversuche davon 
nicht betroffen werden, liegt auf der Hand. Esist so gut wie sicher, 
daß in diesem Versuch die Temperatur in dem ganzen Raum 
sehr erheblich gestiegen sein muß, und daß Seegen und Nowak, 
wie sie bei anderen Versuchen später (s. u.) lange nachher venti- 
lieren mußten, so hier eine geraume Zeit warten mußten, bis sie 
die Probeentnahme machen konnten, bis also die Temperatur 
sich ausgleichen ließ. Dabei fallen also alle Fehler fort. Wir 
haben einen Raum, der sich gleichmäßig abkühlt und beim Ab- 
kühlen keine Wärmequelle mehr enthält, die neue Störungen im 
Temperaturgleichgewicht herbeiführen könnte. 

Man muß also mit Bedauern konstatieren, daß 
auch diesemühevolleArbeitunsnichtweitergeführthat. 

Seegen und Nowak haben sich denn auch mit diesen 
Versuchen nicht begnügt, sondern haben mit einem erheblich 
verbesserten Apparat eine zweite großartige Versuchsreihe aus- 
geführt. 

Man muß diesem Apparat nachsagen, daß er geradezu genial 
konstruiert ist. Es sind alle Kautschukverbindungen völlig ver- 
mieden, vielmehr alle Verbindungsstücke durch Quecksilber- 
dichtungen geschützt. 
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Der Apparat besteht aus dem Respirationskasten, dessen 
Öffnung ebenfalls durch Quecksilber gedichtet ist, mit den nötigen 
Meßapparaten. Es sind drei verschiedene Kästen vorhanden, 
von 50 1, 70 1 und 310 l, die auswechselbar sind. Eine mit 
Wasser getriebene Pumpe sorgt für eine gute Ventilation. Der 
Sauerstoff wird aus Kaliumchlorat und Braunstein dargestellt 
und in einem Gasometer aufbewahrt, das mit Öl gedichtet ist. 
Die Ventilation treibt das Kastengas durch Flaschen mit Schwefel- 
säure, dann durch Kali und schließlich bei den späteren Ver- 
suchen durch ein mit glühendem Kupferoxyd beschicktes Ver- 
brennungsrohr und dann in den Kasten zurück. Druckmessung 
geschieht durch ein Quecksilbermanometer, die Temperatur wird 
an einem in den Kasten von oben hineinragenden Thermometer 
gemesen. 

Es unterliegt gar keinem Zweifel, daß der Respirationskasten 
und seine Nebenapparate luftdicht waren; es wurde übrigens 
jedesmal geprüft. 

Die Resultate an diesem Apparat sind in den vorstehenden 
Tabellen. zusammengestellt. 

Die Ergebnisse dieser Versuche wirken auf den ersten Blick 
völlig beweisend. Alle Versuche ergeben eine Ausscheidung von 
Stickstoff, während die Kontrollversuche nichts ergeben. Es ist 
aber vor allem auffallend, daß hier Regelmäßigkeiten zu finden 
sind, ganz im Gegensatz zu allen vorhergegangenen Versuchen, 
Die Größe des Stickstoffzuwachses steht tatsächlich 
in einem ziemlich konstanten Verhältnis zu der Größe 
des Tieres und der Dauer des Versuches. Es sind hier 
auch alle Daten gegeben, aus denen das Resultat berechnet wurde. 

Und doch lassen sich auch bei diesen Versuchen Fehlerquellen 
aufdecken, die es bewirken, daß man gegen ihre Ergebnisse 
große Bedenken haben muß. Die meisten dieser Bedenken sind 
schon von Pettenkofer und Voit!) geltend gemacht worden, 
die auf die scharfe Polemik von Seegen und Nowak mit einer 
nicht minder geharnischten Kritik antworteten. 

Zunächst muß einem prinzipiellen Einwande das Wort ge- 
geben werden. Wir haben bei der Besprechung der Versuche von 


1) Pettenkofer und Voit, Zur Frage der Ausscheidung gasförmigen 
Stickstoffes. Zeitschr. f. Biol. 16, 508, 1880. 
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Regnault und Reiset gesehen, daß hier neben einer Aus- 
scheidung von Stickstoff in nicht seltenen Fällen umgekehrt ein 
Verschwinden eintritt. Seegen und Nowak, die sonst mit 
begreiflicher Bewunderung die Arbeiten dieser Forscher zitieren, 
legen auf diese Tatsache gar kein Gewicht. Sie selbst finden 
ımmer Ausscheidung und stellen diese als eine regelmäßige 
Funktion des Stoffwechsels hin. Wenn aber ihre Ansicht die 
richtige wäre, dann hätten doch Regnault und Reiset fehler- 
hafte Versuche gemacht. Hier ist eine Diskordanz, über die 
man nicht so leicht hinwegkommt. Wenn die Versuche der 
französischen Autoren tatsächlich den wechselnden Anteil 
des Stickstoffes bewiesen hätten, so wären die Ergebnisse von 
Seegen und Nowak bedenklich, und haben die letzteren recht, 
so dürften sie die Versuche von Regnault und Reiset nicht 
als die klassischen Vorbilder ansehen. Eines von beiden kann 
nur richtig sein, oder alle beiden Reihen tragen Fehler 
in sich. 

Es ist aber noch ein prinzipieller Grund, der Zweifel an den 
Versuchen von Seegen und Nowak wachrufen muß. Wie wir 
in der kritischen Betrachtung der Stoffwechselarbeiten zeigen 
konnten, ist durch die Arbeit von Gruber die Frage für den 
Hund unbedingt zu ungunsten der Anteilnahme des elementaren 
Stickstoffes entschieden. An diesen Zahlen läßt sich nicht mehr 
rütteln. Für die anderen Tiere ist der Nachweis nicht so sicher 
erbracht, da hier die Schwierigkeiten zu groß werden. So erheb- 
liche Mengen Stickstoff, wie nach den Versuchen von Seegen 
und Nowak der Hund exhalieren müßte, können alsogar nicht 
freigesetzt werden. Das muß gegen die Resultate Bedenken er- 
wecken, man muß sich nach Fehlermöglichkeiten umsehen, und 
diese lassen sich in der Tat auffinden. 

Die ersten Bedenken machen Voit und Pettenkofer gegen 
die Reinheit des von Seegen und Nowak verwendeten Sauer- 
stoffes geltend. Es ist in der Tat sehr bedauerlich, daß die 
beiden Forscher, die doch sonst mit so außerordentlicher Ge- 
wissenhaftigkeit alle Fehlermöglichkeiten und Einwände aus- 
zuschließen bemüht waren, nicht auch ihren Sauerstoff analysiert 
haben. Bei aller Vorsicht ist es immer bedenklich, die Reinheit 
eines verwendeten Stoffes einfach anzunehmen, besonders wenn 
etwaige Beimengungen wie hier gerade den Hauptpunkt der 
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Arbeit in ein falsches Licht rücken können. Wenn der ver- 
wendete Sauerstoff Stickstoff enthielt, so ist die ganze 
ungeheure Arbeit völlig wertlos. Deshalb wäre es schon der 
Mühe wert gewesen, die geringe Mehrarbeit noch zu leisten, 
um diesen gewichtigen Einwand von vornherein auszuschließen. 
Die Möglichkeit, daß der Sauerstoff mit Stickstoff verunreinigt 
war, ist nun nach Voit und Pettenkofer eine Gewißheit, und 
damit werfen sie Seegen und Nowak einen schweren Vorwurf 
entgegen. 

Seegen und Nowak haben ihren Sauerstoff in einem 
Gasometer aufbewahrt, das sie mit Öl gegen die Diffusion von 
Stickstoff aus der Luft gesichert glaubten. Voit und Petten- 
kofer erweisen aber durch Versuche, daß eine solche Öldichtung 
sehr wenig Wert hat. Nachdem sie gezeigt hatten, daß Kohlen- 
säure in sehr großen Mengen durch eine Ölschicht hindurch 
diffundieren kann, machten sie analoge Versuche mit Stickstoff an 
einem Gasometer, das genau wie das der Wiener Autoren kon- 
struiert war. Das Resultat war, daf das Sauerstoffgas nach 
7 Tagen bereits 1,52%, Stickstoff enthielt, nach 4 Wochen aber 6%. 

Das ist bei den sehr großen Sauerstoffmengen, die in den 
langen Versuchen in den Kasten eintreten, schon ein recht erheb- 
licher Fehler, der sich mit der langen Dauer der Versuche in dop- 
pelter Richtung summiert: Einerseits wird der Sauerstoff bei 
längerem Stehen immer schlechter, außerdem aber kommt von 
diesem Sauerstoff immer mehr in den Apparat. 

Voit und Pettenkofer weisen aber noch eine zweite 
Stickstoffquelle für den Sauerstoff nach, die sich gänzlich der 
Kontrolle entzieht. Seegen und Nowak haben ihren Sauer- 
stoff aus Kaliumchlorat und Braunstein dargestellt, und 
es läßt sich nun zeigen, daß so dargestellter Sauerstoff sehr häufig, 
wie schon früher bekannt, mit ganz erheblichen Mengen 
Stickstoff verunreinigt sein kann, der aus den stickstoff- 
haltigen organischen Stoffen, die im Braunstein vorkommen, 
sich bildet. Auch gegen diesen Einwand läßt sich nichts sagen, 
da eben keine Analysen des Sauerstoffes vorliegen. Man kann 
auch hier nur wieder das Bedauern ausdrücken, daß Seegen 
und Nowak sich nicht der einwandsfreien Darstellung aus 
reinem Kaliumchlorat bedient haben. Um ein Bild davon zu 
geben, wie groß der Stickstoffgehalt des O sein müßte, um an- 
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nähernd die Ergebnisse von Seegen und Nowak zu erklären, 
berechnen Voit und Pettenkofer den Sauerstoffverbrauch für 
die Hundeversuche unter der Annahme eines Verbrauches von 
1,19 g pro Kilogramm und Stunde. Dann müßte der Sauerstoff 
ca. 0,75%, Stickstoff enthalten haben, eine Zahl, die allerdings 
ziemlich hoch ist. 

Man kann aber auch schon aus dem Grunde diese Ver- 
unreinigung des Sauerstoffes nicht als den einzigen Fehler von 
Seegen und Nowak ansehen, weil dadurch der absolut negative 
Ausfall der Kontrollversuche nicht erklärt werden könnte, da 
bei diesen Versuchen der Gehalt des Sauerstoffes an Stickstoff 
wegen der kürzeren Dauer der Versuche zwar kleiner, aber doch 
immerhin merkbar gewesen sein müßte. 

Die Hauptfehler liegen aber auch bei diesen Versuchen 
wieder nicht in solchen Beimengungen, sondern in der falschen 
Endanalpyse. 

Es gelten für die zweite Versuchsserie von Seegen 
und Nowak genau dieselben Erwägungen, die wir bei 
der ersten angestellt haben. 

Erstens ist es eine unberechtigte Annahme, daß das zur 
Probe entnommene Gas einer wirklichen Durchscohnitts- 
probe entspricht. Zwar ist die Ventilation bei diesem Apparat 
eine viel bessere, sie hat aber auch noch einen erheblichen Fehler. 
Es wird immer nur von oben aus dem Kasten ein Luftquantum 
weggenommen und es durch die lange Leitung schließlich wieder 
oben eingeleitet. Diese Ventilation ist sicher nicht genügend, 
um den Mantel von kohlensäurereicher Luft, der sich um das 
Tier herum ausbildet, stetig zu zerstören und für eine vollkommene 
Verteilung Sorge zu tragen, so daß man auch hier mit völliger 
Sicherheit annehmen kann, daß sich am Boden des Kastens 
eine wenig bewegte, an Kohlensäure viel reichere Luft 
befindet. Nun wird die Analysenprobe wieder aus der oberen 
ventilierten Luftschicht entnommen, also gerade aus der am 
besten verteilten, an Kohlensäure ärmsten Luft. Man findet 
dann also bei der Analyse ein Plus an Stickstoff, das 
dem Manko an Kohlensäure parallel geht. 

Da sich nun aber der analytische Fehler kolossal vergrößert, 
wenn er auf das große Volumen umgerechnet wird, so genügt 
schon ein kleiner Unterschied in der Zusammensetzung der End- 
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luft, um die Stickstoffzuwachswerte zu erklären. Natürlich 
steigert sich dieser Fehler mit der Dauer der Versuche, 
da fast immer der relative Gehalt an Kohlensäure wächst, und so 
immer mehr dieses Gases nach unten geht und die Analysen 
fälscht. Leider lassen sich solche Fehler nicht nachkontrollieren, da 
die Stagnation und der Kohlensäuregehalt der Bodenluft von 
Bewegungen des Tieres, der Prozentgehalt der oberen Luftschicht 
außerdem noch von den gebildeten Mengen von Gärungsgasen 
abhängt. 

Der letzte und wichtigste Einwand ist auch hier wieder die 
Unmöglichkeit einerexakten Temperaturmessung. Ist 
ein Ausgleich der Temperatur schon in geringen Gasmengen schwer 
zu erzielen, so ist bei einem großen Kasten, der noch dazu nicht 
einmal in Wasser versenkt ist, gar nicht daran zu denken, daß ein 
einziges Thermometer den wahren Durchschnittswert angeben 
könnte. Dabei ist von den langen Leitungen ganz abgesehen. 
Voit und Pettenkofer haben direkte Versuche darüber an- 
gestellt und gefunden, daß an verschiedenen Stellen eines mit 
Tieren besetzten Kastens sich Temperaturdifferenzen bis zu 
3,4° herausstellen. Dabei war der Kasten von 389 1 ventiliert 
und zwar mit 1015 1 Luft per Stunde. Es erübrigt sich, an dieser 
Stelle wiederum ausführlich darauf einzugehen, warum die Ab- 
lesung des Thermometers bei einer solchen Ablesung immer eine 
zu niedrige sein muß. Ich habe ja schon mehrfach darauf hin- 
gewiesen, daß sich um das warme Tier ein Mantel warmer Luft 
halten muß, der ungenügend gemessen wird. Eine zu niedrige 
Messung der Endtemperatur ergibt aber eben ein Plus an Stick- 
stoff. Dabei sei an dieser Stelle ganz außer acht gelassen, daß 
auch noch die Nähe des Verbrennungsofens ganz unkontrollier- 
bare Veränderungen der Temperatur im Kasten zur Folge gehabt 
haben kann, denn dieser Einwand würde ja nur für die zweite 
Serie von Seegen und Nowak gelten. Kurzum, wir stoßen 
auch hier wieder auf den Kardinalpunkt, daß die Methode 
der Temperaturmessung einen großen prinzipiellen 
Fehler hat, der die gesamten Resultate in dem Sinne 
fälscht, daßsich anscheinend eine Stickstoffexhalation 
ergibt. Und nun können wir auch begreifen, warum Seegen 
und Nowak im Gegensatz zu Regnault und Reiset immer 
Zuwachswerte gefunden haben. Bei ihnen, wo der Kasten nicht 
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im Wasser versenkt war, mußte die Temperaturablesung eben 
immer zu niedrig sein, während bei den französischen Autoren, 
wie wir oben gezeigt haben, infolge einer zu starken Erwärmung 
des Außenwassers unter Umständen auch eine zu hohe Ab- 
lesung der Temperatur zustande kommen konnte. 

Es bleibt nun noch zu besprechen, warum die Weingeist- 
versuche einen solchen Fehler nicht zeigen. Hier liegt aber die 
Sache so, daß die Autoren nach dem Erlöschen der Flamme 
noch 4 Stunden lang die Pumpe gehen ließen. Dabei kann aller- 
dings, nachdem die Wärmequelle entfernt war, eine gute Durch- 
mischung der Luft angenommen werden. Damit ist aber der 
Hauptgrund für ein Stickstoffplus beseitigt. 

Wir sehen also, daß auch diese großartig angelegte Arbeit 
nicht den gewünschten Erfolg gehabt hat. Die immanenten 
Fehler, besonders die falsche Temperaturmessung, bewirken, 
daß auch diese Arbeit das Ziel, mit Hilfe des direkten Respirations- 
versuches der Frage nach der Anteilnahme des elementaren 
Stickstoffes eine definitive Antwort zu erteilen, nicht erreicht hat. 
Das Problem ist auch nach dieser Seite hin noch offen. 

Ich will nicht behaupten, daß meine Versuche es völlig aus 
der Welt schaffen werden. Zu groß sind die sich entgegen- 
türmenden Schwierigkeiten. Aber ich hoffe doch gerade in bezug 
auf die Vermeidung des Kardinalfehlers einige Fortschritte 
gemacht zu haben. 

Ich lasse nun zunächst die Beschreibung des von mir be- 
nutzten Apparates folgen. Er verdankt seine hauptsächlichen 
Einrichtungen den Angaben meines verehrten Chefs, Herrn 
Geheimrat Zuntz, der seine wichtigsten Teile schon vor einer 
Reihe von Jahren konstruieren ließ. Ich habe ihn zusammen- 
gebaut und einige Verbesserungen, besonders an der Sauerstoff- 
zufuhr angebracht, wobei ich mich der eifrigen Mitwirkung seitens 
des Herrn Dr. Max Schreuer zu erfreuen hatte, der mir die 
mühevollen Vorarbeiten, bis der Apparat benutzbar war, wesent- 
lich erleichtert hat. 


Beschreibung des Apparates. 
Das Prinzip des von mir benutzten Respirationsapparates ist 
durchaus dem von Regnault und Reiset befolgten analog. 
Das Versuchstier befindet sich in einem von der Außenluft völlig 
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abgeschlossenen Kasten. Der Kasten wird durch eine gleichzeitig 
an einem Rohrsystem saugende, am anderen drückende Pumpe 
ventiliert. Die Ventilationsluft passiert Ventile, die mit kon- 
zentrierter Kalilauge gefüllt sind, und geht dann, von der Kohlen- 
säure befreit, in den Kasten zurück. Als Ersatz für den Gebrauch 
an Sauerstoff wird frischer, analysierter Sauerstoff zugeführt und 
gemessen. Die Zusammensetzung und reduzierte Menge der 
Atemluft am Anfange und Schlusse des Versuchs wird bestimmt. 
Aus der Kalilauge wird die Kohlensäure bestimmt. Damit sind 
alle Daten gegeben. Es kann der verbrauchte Sauerstoff und 
die gebildete CO, und die brennbaren Gase sowie etwaige Bildung 
oder Verschwinden von Stickstoff bestimmt werden. Bei der 
Beschreibung des Apparates können wir folgende naturgemäße 
Einteilung zugrunde legen: 

1. Respirationskasten mit Zubehör; 

2. Ventilation und Absorption der Kohlensäure; 

3. Sauerstoffzufuhr. | 
| L Der Respirationskasten (s. Fig. 1 und 2). Der 
Raum für den Aufenthalt des Tieres besteht aus einem aus 
starken eisernen Platten zusammengenieteten Kasten!), dessen 
Länge 100 cm, die Breite 40 cm und die Höhe 40 cm beträgt. 
Daraus ergibt sich ein Inhalt von ca. 160 l, der noch genauer 
bestimmt wurde (s. u.). 

Der Kasten ist so stark gebaut, daß er auch durch erhebliche 
Druckschwankungen nicht deformiert werden kann. Auf der 
einen Längsseite und auf der Oberseite sind je zwei kleine Fenster 
aus starkem Glase fest eingekittet. Auf der einen Querwand ist 
der Kasten zu öffnen und wird durch einen schweren Deckel 
geschlossen, der mit einer Gummidichtung und starken Schrauben 
luftdicht befestigt wird. An den vier Ecken des Kastens sind 
starke eiserne Stangen angebracht, mittels deren der Kasten an 
einem Universalflaschenzug aufgehängt ist, der es gestattet, ihn 
in jeder Höhe zu fixieren. Mit seiner Hilfe wird der verschlossene 
Kasten zum Versuche in eine auf hölzernen Böcken ruhende 
verzinkte Wanne versenkt, so daß er auf ihrem Boden aufruht 
und vollständig von Wasser bedeckt ist. Auf der dem Deckel 
entgegengesetzten Seite des Kastens befinden sich in der Diagonale 


1) Von G. Christ & Cie., Berlin, konstruiert. 


Anteilnahme elementaren Stickstoffs am Stoffwechsel der Tiere. 421 


Die schraffierte Linie deutet den Verlauf im Kasten an. 


Fig. 2. Detailbild des Respirationskastens. 
E Einsatz zum Auffangen des Harns. V Bleirohre. Das Ansatzstück mit Hahn ist der Ansatz des Mano- 
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gegenüberliegend die beiden Ansatzstücke für die Ventilations- 
rohre, von denen eins an der oberen Ecke mündet, während das 
andere am Boden liegend bis an die entgegengesetzte untere Ecke 
geführt ist. An diese Mündungen sind Bleirohre von ca. 21/, cm 
lichter Weite angelötet, die so gebogen sind, daß sie, wenn der 
Kasten versenkt ist, über den Rand der Wanne im Bogen hinweg- 
ragen und mit den Kaliventilen verbunden werden können. 
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Hilfsapparate. 


Druckmessung: An dem Bleirohr, das zu der oberen 
Ventilationsöffnung führt, ist ein mit Hahn versehenes Ansatz- 
rohr angelötet, das mittels Schlauch und passend gebogenem 
Glasrohr zu einem dreischenkligen Manometer leitet, das mit einer 
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LM 


” 





Fig. 4. 
Detailbild der Hilfsapparate. 
V Verbindungsbleirohre. Pr Probeentnahme. 
Th Thermobarometer. # Niveaukugel dazu, 
h desgl. zum Manometer. M Manometer. 


Chlorcaleciumlösung vom S.-G. 1,365 (72%) gefüllt ist, so daß eine 
Ablesung von l cm = l1 mm Hg ist. Der eine Schenkel dieses 
Manometers kommuniziert mit dem Kasten, der zweite mit 
der Außenluft, während der mittelste mit einer Niveaukugel 
in Verbindung steht, die eine Einstellung des mit dem Kasten 
kommunizierenden Schenkels auf den Nullpunkt gestattet. Da 
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der Druck im offenen Kasten gleich dem atmosphärischen 
Druck ist, das Manometer zu Beginn des Versuches auf null 
steht, so gibt das Manometer die Druckänderungen während 
des Versuches an. 

Thermobarometer: An der dem Ventilationsrohr gegen- 
überliegenden oberen Ecke befindet sich noch ein Ansatzstück, das 
die Mündung des Thermobarometers darstellt. Es ist dies ein 
ca. 2,25 m langes Rohr, das den Kasten mehrfach gebogen durch- 
zieht, um in der dem Ansatz diagonal gegenüberliegenden Ecke 
derselben Stirnwand, durch welche es austritt, geschlossen zu 
enden, Es ist aus stark verzinntem Kupfer, da sich heraus- 
stellte, daß reines Kupfer durch Sauerstoffabsorption erhebliche 
Fehler bedingte. Dieses lange Rohr ist ebenfalls durch geeignete 
Glas- und Gummiverbindungen mit einem zweiten, ganz analogen 
Manometer verbunden. Das Thermobarometer dient zur gleich- 
zeitigen Berücksichtigung und Bestimmung der Veränderungen 
von Druck und Temperatur während des Versuches. Der Inhalt 
des verschlossenen Kupferrohres stellt nämlich gewissermaßen 
eine isolierte Gasprobe dar, die von den faktischen Änderungen 
der Quantität durch Absorption und Zuleiten unberührt bleibt. 
Die Angaben an dem mit diesem Rohr verbundenen Manometer 
stellen also diejenigen Spannungsänderungen dar, die die Luft 
des Kastens erfahren hätte, wenn ihre Masse keiner 
faktischen Änderung unterworfen gewesen wäre. Wenn 
man also außer der Anzeige des Manometers diese Änderungen 
in Abrechnung bringt, d.h. um die am Thermobarometer ab- 
gelesene Größe in Millimeter Hg den Anfangsbarometerstand im 
positiven oder negativen Sinne korrigiert, so kann man das 
Endvolum des Gases im Kasten auf Grund der anfänglichen 
Werte für Druck und Temperatur berechnen. Der Vorzug 
des Thermobarometers liegt darin, daß das lange Rohr den ganzen 
Kasten durchzieht, also Mittelwerte der innen herrschenden Tem- 
peratur gibt. Dieses Hilfsmittel der Temperaturmessung ist von 
sehr großer Wichtigkeit, wie wir unten sehen werden. 

Probeentnahme: Zu diesem Zwecke befindet sich an dem 
anderen Bleirohr ein ebenfalls mit Hahn verschlossenes Ansatz- 
stück, aus dem mit Hilfe einer Glaskapillare und Kapillarschlauch 
am Schlusse des Versuches Gasproben in mit Wasser gefüllte 
Rohre zur Analyse eingesaugt werden. 


424 C. Oppenheimer: 


Durchmischung: Zum Ausgleich der Temperatur in der 
Wanne wird während des ganzen Versuches mit Hilfe einer 
Strahlpumpe ein kräftiger Luftstrom durch die Wanne geleitet. 

Dampfleitung: Zur künstlichen Erwärmung des Wassers 
in der Wanne, wenn die Wassertemperatur zu sehr von der Luft- 
temperatur abweicht, ist ein geeignetes starkes Rohr mit Schlauch 
mit der Zentraldampfheizung verbunden. 

2. Ventilation und Absorption der Kohlensäure. 
Jedes der beiden aus dem Kasten entspringenden Bleirohre ist 
durch weite Gummischläuche mit einem Paar von mit ca. 50 pro- 
zentiger KOH gefüllten Ventilen verbunden. Die Form dieser 
Ventile ist aus Figur 2 ersichtlich!). 

Das mit der kugeligen Erweiterung versehene Ende jedes 
Ventils steht höher als das andere. Infolgedessen ist der Luft 
nur Durchtritt in der Richtung zur Kugel gestattet. Je zwei 
Ventile sind mit dem Raume oberhalb und unterhalb des Pumpen- 
kolbens verbunden und zwar derart, daß durch das eine der 
Zutritt in den gerade saugenden Teil der Pumpe, durch das 
andere der Austritt aus dem drückenden erfolgt. Zwischen den 
Ventilen und dem zugehörigen Bleirohr sind ca. 70 cm hohe im 
Bogen führende weite Glasrohre eingeschaltet, um ein Über- 
spritzen der Lauge zu verhüten. An dem anderen Ende sind 
die beiden Ventile ebenfalls mittels Schlauch an zwei Schenkel 
eines dreischenkligen Rohres befestigt, die auch wieder als Sicher- 
heitsrohre erst nach oben führen und dann in den dritten Schenkel 
nach unten umgebogen mit einem Schlauch an ein kupfernes, 
innen versilbertes Rohrstück befestigt sind, das an die Pumpe 
gelötet ist. Die Pumpe selbst ist eine einfache Kolbenpumpe, 
ohne eigene Ventile. Jedoch sind einige wichtige Modifikationen 
angebracht worden. Ursprünglich standen mit dem oberen resp. 
unteren Teil des Zylinders je ein Glasgefäß in Verbindung, in 
dem Wasser hin und her gedrückt wurde, dessen Bewegung einer- 
seits erst wieder die Ventilation besorgte. Da indessen diese 
Wassermengen eine Reihe von Unzuträglichkeiten (Überspritzen, 
Verunreinigung durch Schmieröl usw.) im Gefolge hatte, so ent- 
schloß ich mich, die Wassergefäße ganz zu beseitigen und durch 
die oben erwähnten einfachen Kupferansatzstücke zu ersetzen. 


1) Konstruiert von Bleckmann u. Burger, Berlin N. 
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Nun war aber die ventilierte Luft oben von der Außenluft nur 
noch durch die Stopfbüchse der Pumpe selbst getrennt, was keine 
absolute Gewähr für Dichtigkeit bieten konnte. Ich habe deshalb 
die Stopfbüchse so ändern lassen, daß die Kolbenstange in einer 
ca. 3 cm hohen Quecksilberschicht läuft, wodurch die Dichtigkeit 
gesichert erscheint. Die Pumpe wird durch einen kleinen Elektro- 
motor von !/, HP angetrieben. 

Die Kaliventile sind noch mit einem Stutzen ae in 
dem mit einem Kautschukstopfen ein Glasrohr befestigt ist, das 
bis auf den Boden des Ventils reicht und dort noch ein Stück 
Schlauch trägt. Dieses Rohr dient zum Einfüllen der Lauge 
und zum Entfernen derselben am Schlusse des Ver- 
suchs, Mit Hilfe einer evakuierten Flasche wird ausgesaugt, 
Wasser nachgefüllt, durch Ingangsetzen der Pumpe gespült und 
nochmals ausgesaugt. 

Schließlich sei noch erwähnt, daß an der Gummiverbindung 
zwischen dem einen Bleirohr und den zugehörigen Ventilen ein 
T-Stück eingeschaltet ist, das die Zufuhr des Sauerstoffes 
vermittelt. 

Die ganze Apparatur steht in einer mit Wasser gefüllten 
Wanne, so daß sich sämtliche Schlauchverbindungen 
unter Wasser befinden. 

3. Die Sauerstoffzufuhr (Fig. 5): Das Prinzip der Sauer- 
stoffmessung ist, daß nicht das Gas gemessen, sondern die 
seinem Volum entsprechende Wassermenge gewogen 
wird. Dazu dient ein Ballon von ca. 70 1 Inhalt, der mit einem 
dreifach durchbohrten Gummistopfen verschlossen ist. Um 
diesen Stopfen und den Hals der Flasche herum ist ein ca. 15 cm 
weiter und 20 cm hoher Blechzylinder auf die Flasche aufgekittet, 
der mit Wachs ausgegossen, außerdem mit Guttaperchalack 
überzogen und schließlich noch mit einer Wasserschicht bedeckt 
ist, um etwaige Undichtigkeiten zu erkennen. Auf diese Weise 
ist die Flasche sicher luftdicht abgeschlossen. Durch den Stopfen 
geht erstens ein bis auf den Boden reichendes Glasrohr, das mit 
dem mittels Flaschenzugs in beliebiger Höhe einstellbaren Wasser- 
gefäB B in Verbindung steht und den Zu- resp. Abfluß des Wassers 
vermittelt. Das zweite Rohr geht nur bis dicht unter den Stopfen 
und dient als Zu- und Ableitungsrohr für den Sauerstoff. Es geht 
als einheitliches Glasrohr über den Rand der Ventilwanne, so daß 
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die dort befindliche Schlauchverbindung unter Wasser ist. Der 
Sauerstoff geht dann durch zwei Waschflaschen, die mit sehr 
verdünnter Kalilauge beschickt sind, und durch einen mit Quetsch- 
hahn zu verschließenden Schlauch in die Rohrverbindung zum 
Kasten. An dem langen horizontalen Schenkel des den Sauerstoff 
leitenden Glasrohres ist ein Wassermanometer von ca. 40 cm 
Länge angebracht, das so angeschmolzen ist, daß kein Wasser 
aus der Flasche hineingelangen kann. Es dient zur Einstellung 
des in der Flasche befindlichen Sauerstoffes auf Atmosphären- 
druck!). 

Das dritte Rohr dient als Thermobarometer. Es ist ein 
ca. 12 mm weites zylindrisches, oben in eine Kapillare ausgezogenes 
Rohr, das unten geschlossen ist und bis auf den Boden der Flasche 
hinabreicht. Die Kapillare ist umgebogen und geht durch Gummi- 
verbindung in ein graduiertes Rohr über, das mit einem Niveau- 
rohr kommuniziert. Beide enthalten Wasser als Sperrflüssigkeit. 
Die Kapillare trägt oben noch eine verschließbare Öffnung. 
In das zylindrische Rohr werden nun genau 100 auf 0° und 
760 mm reduzierte Luft eingeschlossen, indem man deren fak- 
tisches Volum bei der beobachteten Temperatur und Luftdruck 
berechnet und dann auf dieses Volum mit dem Niveaurohr ein- 
stellt. Dann wird die obere Öffnung verschlossen. Die Richtig- 
keit des abgesperrten Luftvolums wird öfter kontrolliert. Man 
braucht dann Druck und Temperatur in der Flasche 
gar nicht zu kennen, sondern muß nur das Thermobarometer 
ablesen und das gefundene Volum des Gases in der Flasche durch 
den Stand desselben dividieren. 

Die Messung des Sauerstoffes gestaltet sich nun fol- 
gendermaßen: Die Flasche wird mit Wasser, das vorher mit 
Sauerstoff gesättigt war, vollkommen gefüllt. Dann wird sie auf 
einer auf 10 g genauen Dezimalwage gewogen und nun aus einer 
Sauerstoffbombe Sauerstoff eingeleitet. Das verdrängte Wasser 
wird in das ca. 150 1 fassende Blechgefäß B gedrückt. Wenn die 
Flasche ziemlich mit Sauerstoff gefüllt ist, wird die Verbindung 
zur Bombe geschlossen und durch passende Einstellung des Wasser- 
gefäßes B der Druck in der Flasche annähernd mit dem atmo- 


1) Diese Glasgasometer sollen künftig durch geeignet konstruierte 
starkwandige Metallgasometer ersetzt werden. 
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sphärischen ausgeglichen. Der genaue Ausgleich wird dann unter 
Kontrolle des Manometers (d) bewirkt, das man aber erst öffnen 
darf, wenn der Druck schon fast ausgeglichen ist. Ist der Druck 
in der Flasche dem atmosphärischen genau gleich, so sperrt man 
auch die Verbindung zum Wassergefäß ab und liest das Thermo- 
barometer ab. Dann wägt man die Flasche wieder und berechnet 
aus diesen Daten die Menge des in die Flasche hineingebrachten 
Sauerstoffes. Man muß nur noch eine kleine Korrektur an- 
Biochemische Zeitschrift Band IV. 29 
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bringen, um aus den abgewogenen Kilogrammen Wasser die Liter 
zu finden. Dazu muß man die Temperatur des Wassers kennen, 
die man an einem in die Strombahn des Wassers in einer 
Kugel eingeschalteten Thermometer abliest. Das Weassergefäß 
wird dann mit dem Flaschenzug in die Höhe gezogen, die Ab- 
leitung der Flasche mit der Waschflasche in der Wanne ver- 
bunden und so der Sauerstoff unter leicht regulierbarem Druck 
in den Apparat hineingeleitet. Am Schluß des Versuches wird 
die Verbindung zur Waschflasche abgeklemmt, durch Herab- 
lassen des Wassergefäßes der Druck mit dem atmosphärischen 
ausgeglichen, das Thermobarometer abgelesen und wieder gewogen. 
So erhält man den Wert für den noch in der Flasche gebliebenen 
Sauerstoff und daraus ohne weiteres den verbrauchten.!) 

Nach dem Abnehmen der Sauerstofflasche wird die Leitung 
auf beiden Seiten mit Quetschhähnen verschlossen, damit keine 
Luft in dieselbe gelangen kann. 

Probeentnahme des Sauerstoffes: Zwischen der ersten 
und zweiten Waschflasche ist ein Y-Rohr eingeschaltet, das es 
gestattet, während des Versuchs aus der Sauerstoffleitung eine 
Gasprobe zur Analyse zu entnehmen. Entweder geschieht das 
auch mit Hilfe von Wasserröhren durch Saugung, oder man 
drückt den O direkt in ein mit Hg gefülltes Absorptionsrohr. 
Auf jeden Fall wird der O in ein Eudiometer umgefüllt und 
im Geppertschen Apparate analysiert. Wir benutzten zu den 
Versuchen den sogenannten reinen Sauerstoff des Handels, der 
übrigens noch 2—3% Stickstoff enthält, unter Umständen noch 
mehr. 

Eichung des Kastens: Das Volumen des Kastens 
wurde zuerst roh durch Messung der Kantenlängen bestimmt; die 
genauere Eichung geschah dann durch Beobachtung der Druck- 
änderung bei bekannten Volumänderungen. Es wurde in den 
geschlossenen Kasten durch den eigentlich zur Probeentnahme 
bestimmten Hahn ein Liter Wasser eingefüllt und dadurch eine 
Druckvermehrung erzeugt, die am Manometer gemessen wurde. 


1) Hat sich während der Dauer der Zuleitung der Stand des Thermo- 
barometers nur wenig geändert, so kann man die Rechnung vereinfachen, 
indem man nur das Gewicht der mit O gefüllten Flasche von dem End- 
gewicht abzieht und diese Bruttomenge des in den Kasten geleiteten O 
mit der Mittelzahl der beiden thermobar. Ablesungen korrigiert. 


Anteilnahme elementaren Stickstoffs am Stoffwechsel der Tiere. 429 


Aus einer Reihe von Bestimmungen dieser Art ergab sich das 
Volum des Kastens gleich 1621. Dazu kamen noch die direkt 
ausgemessenen Volumina der Ventile usw., so daß das Gesamt- 
volum des Systems mit 168 1 anzusetzen war. Davon ging bis- 
weilen das Volum eines eisernen Einsatzes zur Aufnahme von 
Harn usw. ab, dessen Volumen aus dem Gewicht = 11 gefunden 
wurde. 

Kontrollversuche mit Kerzen: Es wurden zur Probe 
des Apparates eine Reihe von Versuchen mit analysierten Stearin- 
kerzen gemacht. Wie zu erwarten war, ergaben diese Versuche 
im großen und ganzen weiter nichts als die Dichtigkeit des Appa- 
rates. Wirklich genau stimmende Werte für den Sauerstoffver- 
brauch und die Kohlensäurebildung aus den Kerzen sind nicht 
zu erzielen, weil trotz der verschiedensten angewendeten Vor- 
sichtsmaßregeln immer ein Teil der Kerze mangelhaft verbrannte. 
Es hat deshalb wenig Zweck, die einzelnen Versuche hier aus- 
führlich anzugeben. Auch ein Versuch mit einer gewogenen 
Menge absoluten Alkohols, mit einem Asbestdocht verbrannt, 
ergab kein besseres Resultat, weil ein Teil des Alkohols unver- 
brannt in die Luft des Kastens überging, wie deutlich zu riechen 
war. So konnten also die Kontrollversuche nur zur Prüfung 
auf Fehler im Apparat dienen, nicht aber wirklich seine Genauig- 
keit prüfen. Aus demselben Grund hatten ja auch Regnault 
und Reiset auf solche Kontrollen als ‚procédé barbare" ver- 
zichtet. 

Ausführung des Versuches: Der Gang des Versuches 
gestaltet sich nun in folgender Weise: es wird zunächst in einer 
Flasche eine gemessene Quantität Sauerstoff bereit gehalten. 
-Damit keine Luft in die Flasche eindringen kann, wird das Ab- 
leitungsrohr durch eine Wasserschicht verschlossen. Ein solches 
Eindringen wäre übrigens nicht schlimm, weil ja der Sauerstoff 
erst während des Versuches analysiert wird. Der Ausgleich des 
Druckes und das Wägen der Flasche geschieht zweckmäßig erst 
unmittelbar vor Beginn des Versuches, damit der Thermobaro- 
meterstand sich während desselben nicht allzustark ändert. 
Dann werden die Kaliventile mit einer starken, am besten ca. 
60 prozentigen Kalilauge gefüllt, und zwar so, daß die Lauge 
beim Spielen der Pumpe gerade noch als Sperrflüssigkeit wirkt. 


Nachdem alle sonstigen Kleinigkeiten, wie Schmieren der Pumpe 
29* 
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und des Motors, Auffüllen der Hg-Dichtung an der Pumpe usw., 
besorgt sind, wird im Innern des Kastens die Temperatur und 
der äußere Barometerstand abgelesen, das Tier in den Kasten 
gebracht und der Deckel fest angeschraubt, während gleichzeitig 
die Schlauchverbindungen an den Bleirohren verschlossen werden. 
Dies darf nicht vorher geschehen, weil durch das Andrücken 
des Deckels ein Überdruck erzeugt wird, der sich erst noch aus- 
gleichen muß, ehe der Kasten definitiv geschlossen wird. Dann 
wird die Öffnung des Thermobarometers geschlossen, der Kasten 
versenkt, und die Bleirohre mit den Ventilen sowie die Sauer- 
stofflasche mit der Waschflasche verbunden. Die Ventilwanne 
wird dann ebenfalls mit Wasser gefüllt, und sobald alle 
Schlauchverbindungen von Wasser bedeckt sind, die Quetsch- 
hähne geöffnet und die Pumpe in Gang gesetzt. Der Ver- 
such bedarf dann kaum weiterer Aufsicht, als der gelegentlichen 
Regulierung des Sauerstoffdruckes durch Verstellen des Druck- 
gefäßes, da man den Druck im Innern des Kastens möglichst 
nahe dem Atmosphärendruck hält. Ferner muß die Pumpe hin 
und wieder geschmiert und die Quecksilberdichtung nachgesehen 
und eventuell ergänzt, sowie die Stopfbüchse der Pumpe nach- 
gezogen werden. Geht der Sauerstoff in der Flasche zu Ende, 
so wird eine neue Flasche vorbereitet, die erste nach Abklemmen 
der Hähne abgenommen, die andere angeschlossen und der Ver- 
such geht ununterbrochen weiter. Soll der Versuch abgebrochen 
werden, so wird zuerst bei kleinem Überdruck die Sauerstoff- 
zuleitung abgestellt. Dann liest man die Temperatur in der 
Wanne und das Thermobarometer ab, stellt die Pumpe ab, liest 
das Manometer ab und entnimmt dann möglichst schnell eine 
Gasprobe aus dem Kasten, die zu mehreren Doppelanalysen 
ausreicht. Die Sauerstoffprobe kann jetzt entnommen werden, 
es ist aber besser, sie schon während des Versuches zu nehmen; 
sie muß dann aber gemessen und nachher von der gefundenen 
Gesamtmenge in Abzug gebracht werden. Dann wird das Wasser 
aus der Ventilwanne abgelassen, die Schlauchverbindungen 
gelöst und nun der Kasten herausgehoben und geöffnet. Es ist 
nun nur noch das Barometer abzulesen und die Kalilauge aus 
den Ventilen auszusaugen. Diese werden ausgewaschen, und die 
Lauge und die Waschwässer auf ein bekanntes Volum (meist 2 l) 
gebracht und analysiert. 
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Bestimmung der Kohlensäure: In der verwendeten, 
nie ganz CO,-freien Lauge wird vorher der Gehalt an Kohlen- 
säure bestimmt. Zu diesem Zweck wird einerseits durch Kochen 
mit einer gemessenen Menge einer titrierten Schwefelsäure und 
Zurücktitrieren des Überschusses das Gesamtkali bestimmt. 
Eine zweite Probe wird mit überschüssiger 10 prozentiger Barium- 
chloridlösung in luftdicht verschlossenen, 250 ccm fassenden 
Zylindern gefällt und in der überstehenden klaren Flüssigkeit 
das freie Alkali bestimmt. Die Differenz ergibt das schon in der 
angewendeten Lauge vorhandene gebundene Alkali. Mit der 
aus den Ventilen gewonnenen Lauge nimmt man nun dieselbe 
Analyse vor, zieht von der so gefundenen Menge an Kohlensäure 
gebundenen Alkalis die in der verwendeten Menge Alkali bereits 
vorhanden gewesene Menge gebundenen Alkalis ab und erhält 
so durch eine einfache Umrechnung die an die Lauge gebundene 
Menge Kohlendioxyd. Bei dieser Methode ist starke Verdünnung 
bei der Fällung mit Bariumchlorid das wichtigste Erfordernis. 
Ich verdünnte gewöhnlich von der Versuchslauge 25 ccm auf 
250 mit Bariumchlorid. Mehrfache Kontrollbestimmungen sind 
jedesmal notwendig. Am besten benutzt man immer etwa die- 
selben Mengen zur Fällung und Titration und auch dieselbe 
Bariumlösung. Zu der aus der Lauge gefundenen Kohlensäure 
muß dann die im Kasten durch die Luftanalyse gefundene addiert 
werden. 

Die Methode ist, wie sich aus einer Vergleichung mit einigen 
direkten volumetrischen Bestimmungen durch Auspumpen der 
angesäuerten Lauge mittels der Blutgaspumpe ergab, mit einem 
Fehler von ca. 5%, behaftet. Die Titrierung ergibt konstant 
höhere Werte als die Gasanalyse. Für die hier zu behandelnde 
Frage der gasförmigen Stickstoffausscheidung kommt dieser 
Fehler nicht in Betracht. 

Gasanalysen: Der zugeführte Sauerstoff wird im Gep- 
pertschen Apparat auf seinen Stickstoffgehalt analysiert. Zu 
dem Zweck wird entweder eine Probe nach dem Versuche aus 
der Flasche über Quecksilber oder besser während des Versuches 
über Wasser aufgefangen, dadurch also, wenn das Rohr ganz 
gefüllt wird, zugleich gemessen; dann aber sofort unter Hg ge- 
bracht und nachher in jedem Falle in ein geräumiges Eudiometer 
übergeführt und mit überschüssigem reinen Wasserstoff ver- 
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pufft, wobei die Knallgaskonzentration nicht mehr wie höchstens 
30%, betragen darf, da sonst leicht etwas Stickstoff mit verbrennt. 
Es erwies sich als durchaus nötig, bei jedem Versuch den 
Sauerstoff aus der Flasche direkt zu bestimmen und sich 
nicht etwa mit einer einmaligen Analyse der Bombe zu be- 
gnügen, da der Stickstoffgehalt vor allem wohl wegen der Ab- 
gabe aus dem Wasser doch in nicht zu vernachlässigenden 
Grenzen schwankt. 

Das Kastengas wurde im Zuntz-Geppertschen Apparat 
über Wasser auf Kohlensäure und Stickstoff analysiert und zwar 
mit mindestens einer Doppelbestimmung. Zur Bestimmung 
brennbarer Gase wurde eine andere Probe über Quecksilber ge- 
bracht, zuerst mit Hilfe einer feuchten Kalikugel von Kohlensäure 
befreit, dann in ein Eudiometer übergefüllt und nach Zusatz von 
elektrolytisch gewonnenem Knallgas verpufft. Da das Gas 
ohnehin Sauerstoff genug enthielt, so entfiel ein Zusatz dieses 
Gases. Aus der Kontraktion und der weiteren Kontraktion nach 
Zusatz von KOH ergab sich in der üblichen Weise der Gehalt an 
Wasserstoff und Methan. In dem übrig bleibenden Gase wurde 
häufig zur Kontrolle der O bestimmt. Da das Knallgas nicht 
immer unbedingt sicher rein ist, so mußte jedesmal eine Kontrolle 
angesetzt werden, indem in einem genau gekannten Luft- 
volum eine annähernd bestimmte Menge Knallgas verpufft wurde. 
Ergab sich bei erneuter Ablesung nicht mehr dasselbe Volum, 
so ließ sich der Grad der Verunreinigung und ob dieselbe in 
Wasserstoff oder Sauerstoff bestand, leicht berechnen und da- 
nach eine Korrektur anbringen. 

Bei den Versuchen mit nüchternen Hunden wurden die 
Untersuchungen auf brennbare Gase später nicht mehr vor- 
genommen, da sich in Übereinstimmung mit früheren Angaben 
bei diesen niemals solche Gase nachweisen ließen. 

Berechnung der Versuchsergebnisse: Die Berechnung 
geschah in folgender Art: Es wurden die absoluten Werte für 
Sauerstoff, Stickstoff und Kohlensäure bestimmt. Es wurde 
aus den Ablesungen von Druck und Temperatur das Anfangs- 
volum des Kastengases berechnet, aus der mittleren bekannten 
Zusammensetzung der Zimmerluft die anfangs vorhandenen 
Mengen der drei genannten Gase. Am Schluß wurde wieder das 
Gesamtvolum des Kastengases bestimmt und aus den Analysen- 
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zahlen die jetzt vorhandene absolute Menge. Das Mehr an Kohlen- 
säure wurde zu der aus der Kalilauge gefundenen addiert, das 
Minus an Sauerstoff dem Verbrauche zugerechnet, der Zuwachs 
an Stickstoff muß dann um die Größe vermindert werden, die 
den im zugeleiteten Sauerstoff mitgeführten Stickstoff darstellt. 
Ferner ist hier zu bedenken, daß die etwa vorhandenen brenn- 
baren Gase bei der Analyse des Kastengases über Wasser als 
Stickstoff imponieren, so daß die durch die spezielle Prüfung 
auf brennbare Gase gefundenen Werte noch von dem Stickstoff- 
werte abzuziehen sind. Nach Anrechnung dieser beiden Größen 
muß dann der Stickstoffgehalt am Schlusse ebenso groß sein 
wie am Anfang, es sei denn, daß tatsächlich eine Veränderung 
in der Menge des Stickstoffes stattgefunden hat. 

Auf diesen Stickstoffwert konzentrieren sich nun aber alle 
Fehler, die durch Ablesung und Gasanalyse bei dem ganzen 
komplizierten Verfahren gemacht werden, da er die einzige 
Größe ist, die nur durch Berechnung, aber nicht durch direkte 
Messung gefunden wird. Es erscheint deshalb sehr nötig, sich 
einmal über die Größe dieser Fehler Rechenschaft zu geben, 
um zu sehen, mit welcher Genauigkeit überhaupt die 
ganze Methode der direkten Messung der Respirations- 
produkte über die Frage der Stickstoffbilanz ein ab- 
schließendes Urteil zu geben gestattet. Die Methode 
hat vor der der indirekten Bilanzaufstellung durch den Stoff- 
wechselversuch den großen Vorzug, daß sie objektive Werte 
gibt. Wir haben ja bei der Besprechung der Stoffwechselversuche 
ausdrücklich darauf hingewiesen, daß ihre Resultate immer 
wieder den Zweiflern alle möglichen Hintertüren offen lassen, da 
der Ansatz oder die Abstoßung von Körperstickstoff sich ja nie 
sicher übersehen läßt. Demgegenüber haben wir hier eine be- 
stimmte Stickstoffmenge vorher und eine bestimmte Menge 
nachher. Wenn also hier eine Differenz vorhanden ist, so ist die 
Anteilnahme elementaren Stickstoffes erwiesen. Aber 
das wesentliche ist dabei, daß solche Änderung eben wirklich 
erwiesen ist, d. h. daß sie über die Fehlergrenze hinausgeht. 
Ich habe bereits in dem historischen Teil zu zeigen versucht, 
daß die Resultate von Regnault, besonders aber die von Reiset, 
die eine Anteilnahme des elementaren Stickstoffes an den Stoff- 
wechselvorgängen behaupten, ohne Zwang auf immanente Fehler 
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der Methode, besonders der Temperaturmessung bezogen werden 
können. Besonders die Arbeit von Reiset ist ein klassisches 
Beispiel dafür, wie verhängnisvoll es ist, eine an sich gute Methode 
kritiklos auf andere Verhältnisse zu übertragen, ohne sich der 
Grenzen ihrer Genauigkeit bewußt zu sein. Die Reisetschen 
Versuche sind also ohne jeden Zweifel falsch, und für die von 
Regnault und Reiset und Seegen und Nowak gilt wenigstens 
die Einschränkung, daß auch ihre Abweichungen von der Stick- 
stoffnullbilanz sich leicht durch die immanenten Fehler erklären 
lassen. Es ist eigentlich erstaunlich, daß ein Mann wie Regnault 
nicht selbst auf die Idee gekommen ist, daß ihn vor allem nicht 
das regellose Schwanken, bald ‚„Exhalation‘ bald ,Absorption‘“‘, 
darauf gebracht hat. Der Hauptfehler liegt in der Temperatur- 
messung, und zwar sowohl seiner relativen Größe als auch des 
Umstandes wegen, daß er von der Sorgfalt des Beobachters un- 
abhängig ist, da er nicht an einer ungenügend genauen Ablesung 
des Meßinstrumentes, sondern daran liegt, daß das Meßinstrument 
an sich niemals den Durchschnittswert der Temperatur im Atem- 
raum angibt. Mit anderen Worten, es ist unmöglich, mit einem 
Thermometer die mittlere Temperatur des Innenraumes auch nur 
annähernd genau zu messen. Es handelt sich dabei zweifellos 
um ganz erhebliche Fehler, und wenn der Kasten einigermaßen 
geräumig ist, so beeinflussen diese die Berechnung der Volumina 
ganz kolossal. Wenn wir der Einfachheit halber einen Kasten 
von 273 l annehmen, so würde jeder Grad Ablesungsfehler einen 
Liter im Volum ergeben, und es kann sich leicht um mehrere 
Grade handeln. Gerade über diesen so eminent wichtigen Punkt 
geben meine Versuche einigermaßen Aufschluß. Es ergibt sich 
dabei folgendes: Eine auch nur annähernde Übereinstim- 
mung der Temperatur der Wasserwanne mit der Durch- 
schnittstemperatur im Kasten kann überhaupt nur 
dann erwartet werden, wenn die Lufttemperatur in 
dem Versuchsraume während des ganzen Versuches 
so gut wie konstant bleibt, und wenn ununterbrochen 
ein Luftstrom durch das Wasser geschickt wird. Auch 
dann aber wird man damit rechnen müssen, daß dieses Außen- 
wasser stets etwas kälter sein muß als die Durchschnittstemperatur 
im Kasten, da sich doch von dem warmen Tier bis zu dem kälteren 
Außenwasser stets ein Temperaturgefälle ausbilden muß. In 
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diesem Falle wird man also stets ein zu großes Endvolum heraus- 
rechnen, also eine ‚„‚Exhalation‘‘ von Stickstoff annehmen müssen. 
Dies scheint ja bei Regnault die Regel gewesen zu sein. Immer- 
hin kann dieser Fehler unter den beiden erwähnten Bedingungen: 
konstante Außentemperatur und gute Durchmischung mittels 
Luftstrom, als klein angesehen werden. Dies ändert sich aber 
sofort, sobald eine dieser Bedingungen nicht mehr erfüllt ist. 
Namentlich wenn die Temperatur des Außenraumes 
stark schwankt, werden die Ablesungen in der Wasser- 
wanne einfach Phantasiewerte. Es kann als Grundsatz 
aufgestellt werden, daß die Temperatur in der Wanne viel 
weniger den Schwankungen der Temperaturim Kasten 
folgt als denen der Zimmertemperatur. Liest man also 
ab, wenn das Zimmer wärmer geworden ist, so bekommt man 
ein Defizit an Stickstoff, liest man etwa am Morgen nach 
einer kalten Nacht ab, so findet man ein Plus. Dies gilt 
ganz besonders bei Versuchen im Winter, wo der Arbeitsraum 
geheizt werden muß. Es ergibt sich ferner aus diesen Betrach- 
tungen, daß die vielfach geübte Methode, durch Zusatz von 
warmem resp. kaltem Wasser die Anfangstemperatur wieder 
herzustellen, ganz unsinnige Resultate ergeben muß, da es 
ausgeschlossen ist, daß sich die Temperatur im Kasten 
so schnell mit der neuen Temperatur in der Wanne 
ausgleicht. Dieses Mischen ist völlig zwecklos, man könnte 
genau so gut einfach annehmen, daß die Temperatur seit Beginn 
des Versuches im Kasten sich nicht geändert habe. Dafür un- 
gemein charakteristisch ist einer von meinen Versuchen, bei dem 
einige Stunden vor Schluß des Versuches warmes Wasser zugesetzt 
wurde. ` Das Thermobarometer versagte leider gerade bei diesem 
Versuche durch einen Zufall. Die Berechnung aus der Wannen- 
temperatur ergibt nun ein ganz ungeheures Defizit an Stick- 
stoff. Es geht daraus ganz klar hervor, daß auch nach mehreren 
Stunden an eine Ausgleichung der Temperaturen innen und außen 
nicht zu denken war. | 

Es muß also gesagt werden, daß alle Versuche, dem Problem 
der Stickstoffbilanz entscheidend zu Leibe zu gehen, von der 
Genauigkeit der Temperaturmessung in erster Linie 
abhängig sind. Das sicherste Mittel ist das von uns be- 
nutzte Thermobarometer, das den ganzen Kasten durchzieht 
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und dessen Angaben also wirklich dem Durchschnittswerte nahe 
kommen. Andererseits sind auch die Versuche, die im Sommer 
im gleichmäßig temperierten Keller bei guter Durch- 
mischung ausgeführt worden sind, als brauchbar anzusehen. 
Dagegen sind alle Versuche, bei denen die Zimmertemperatur 
stark schwankte, oder bei denen das Wannenwasser in seiner 
Temperatur künstlich beeinflußt wurde, ohne Thermobarometer 
wertlos. 

In diesem Punkte liegt also nicht ein Fehler der Methode, 
sondern ein Fehler in der Methodik, der also zu bekämpfen 
und vielleicht durch Verbesserungen ganz zu beseitigen ist. Die 
zweite Frage ist nun aber die, was leistet die Methode an 
sich, wie groß sind die nicht zu beseitigenden Fehler, 
undkanndieMethodeüberhauptden Ansprucherheben, 
das Problem wirklich zu lösen. 

Die Zahl der Fehler ist eine ganz gewaltige. Man kann sie 
gruppieren in Fehler in den einzusetzenden Grundwerten, in 
Beobachtungs- und Analysenfehler. Nur die letzte Gruppe kann 
man mit einiger Genauigkeit schätzen. 

Fehler in den Grundwerten. Eine Reihe von kleinen, 
aber gar nicht zu schätzenden Fehlern betrifft die Periode 
während der Einführung des Tieres in den Kasten. Bei 
diesen handelt es sich sowohl um Temperatur- wie um pro- 
zentische Veränderungen. Entsprechende kleine Fehler bringt 
die Schlußperiode mit sich. In der Zeit, die zwischen den 
letzten Ablesungen und der Probeentnahme verstreicht, treten 
natürlich wieder kleine Änderungen der Zusammensetzung ein. 
Alle diese Fehler sind, einzeln betrachtet, sicher sehr klein, 
können aber sich unter Umständen addieren, so daß sie störend 
wirken. 

Von den Ablesungsfehlern haben wir den wichtigsten, 
die Messung der Endtemperatur, bereits ausführlich in Betracht 
gezogen. Aber auch bei der ersten Ablesung, die an einem in 
den offenen Kasten gebrachten Thermometer geschieht, können 
Fehler nicht ausgeschlossen werden, besonders wenn sich die 
Temperatur in dem Arbeitsraume schnell ändert, also z. B. 
an Wintermorgen, wenn geheizt ist. Dann können diese Fehler 
sogar sehr erheblich werden. Man kann zur Verminderung dieses 
Fehlers beitragen, wenn man den Kasten vor der Ablesung des 
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Thermometers durch Einblasen von Luft ventiliertt. Weitere 
kleine Fehler bringt die Ablesung des Barometers am Anfang 
und Schluß mit sich, sowie deren Korrekturen auf die Temperatur 
usw. Schließlich sind natürlich auch die Ablesungen des 
Manometers und Thermobarometers mit kleinen Fehlern 
behaftet. 

Ein weiterer Fehler in den Grundwerten, der sehr schwer 
abzuschätzen ist, liegt in den Volumsschwankungen des 
Tieres während des Versuches begründet. Wenn man das 
Endvolum unter der Annahme eines unveränderten Gasraums 
berechnet, macht man eventuell einen Fehler. Wenn nämlich 
das Tier sein Volumen um einen bestimmten Wert verringert, 
so würde dieser Raum sich mit Luft füllen, die bei dem End- 
resultat nicht miteingerechnet wird. Nun treten tatsächlich 
während des Versuches sehr erhebliche Gewichtsveränderungen 
des Tieres ein und zwar Verminderungen bis zu mehreren hundert 
Gramm. Es lag nun nahe, unter der Annahme des spezifischen 
Gewichts diese Größe einfach als Volumverminderung anzurechnen 
und demzufolge das Endvolumen an Luft entsprechend höher 
anzunehmen. Jedoch ergaben genauere Überlegungen, daß man 
wohl den kleinsten Fehlermacht, wennmandieseSchwan- 
kungen überhaupt nicht berücksichtigt. Für das exha- 
lierte Wasser ist dies ohne weiteres klar, denn da der Respirations- 
raum mit Wasserdampf gesättigt ist, so muß sich das vom Tier 
ausgeatmete Wasser an einer anderen Stelle wieder in flüssiger 
Form niederschlagen, so daß dadurch keine Änderung des Volu- 
mens eintritt. Dasselbe gilt vom Gewichtsverlust durch Harn 
und Kot. Schwieriger war die Frage, inwieweit der Verlust an 
Kohlenstoff eine wirkliche Volumvermehrung des Raumes mit 
sich führt. Es ergab auch hier eine genauere Berechnung der 
relativen. Volume, die der Kohlenstoff vorher als Fett und Fleisch 
im Körper und nachher als gebundene Kohlensäure in der Kali- 
lauge einnimmt, daß man tatsächlich dem wahren Wert am 
nächsten kommt, wenn man die Gewichtsschwankungen über- 
haupt nicht in Betracht zieht. Immerhin macht man dabei 
wieder einen kleinen und leider nicht mit Sicherheit zu schätzen- 
den Fehler, der speziell für die Stickstoffbilanz um so schwerer 
wiegt, als er zu vier Fünftel direkt auf das Stickstoffvolum 
einwirkt. 
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Schließlich kommen nun noch die unvermeidlichen Analysen- 
fehler hinzu. Die auszuführenden Analysen sind: Die Unter- 
suchung des Kastengases im Zuntzschen Apparat, die 
eine größte Genauigkeit von 0,02%, haben mag. Das sind auf 
160 1 allein ca. 40 ccm nach jeder Seite. Dazu kommt dann 
die Analyse des Sauerstoffes im Geppertschen Apparat, 
die mit einem Fehler von mindestens ca. 0,03%, bei 100 1 Sauer- 
stoff, also mit ca. 30 com Fehler behaftet ist. Endlich die aller- 
dings nicht immer nötige Analyse des Kastengases auf brennbare 
Gase mit ca. 0,02%, bei 1601, also nochmal 40 eem, die ebenfalls 
auf den Stickstoff fallen. 

Wenn man alle diese Fehlerquellen in Betracht zieht, so 
kommt man zu der Überzeugung, daß eine Fehlergrenze von 
ca. 100 ccm Stickstoff nach jeder Seite hin zugelassen 
werden muß, daß man sich aber auch nicht wundern darf, 
gelegentlich größeren Fehlern zu begegnen. Man wird aus solchen 
Abweichungen, solange sie vereinzelt vorkommen, nicht gleich 
eine wirkliche Beteiligung des elementaren Stickstoffes an dem 
Stoffwechsel folgern dürfen. Wohlgemerkt, dies ist die Fehler- 
grenze, bis zu der unsere Methode führen kann, die eine ganze 
Reihe von Kautelen mehr berücksichtigt als die älteren Methoden, 
vor allem in der Temperaturmessung, ferner aber auch durch 
die Stickstoffbestimmung im Sauerstoff usw. Ich habe gute 
Gründe anzunehmen, daß die früheren Untersuchungen mit 
erheblich größeren Fehlern zu tun gehabt haben, und habe dies 
vor allem für die vielzitierten, als grundlegend angesehenen Ver- 
suche von Regnault und Reiset und besonders die von Reiset 
allein zu zeigen versucht, und nicht minder auch für die von 
Seegen und Nowak. 

Nehmen wir aber eine Fehlergrenze von mindestens 100 ccm 
an, so ersehen wir die Unmöglichkeit, mit dieser direkten 
Methode die Frage, ob eine geringfügige Anteilnahme 
gasförmigen Stickstoffes stattfindet, zu lösen. 100 ccm 
nach jeder Seite, also im ganzen etwa 200 ccm = 0,3 g Stickstoff, 
sind bei den Tieren, die wir in unserem Apparat noch untersuchen 
können, d. h. Hunde bis zu 10 kg, ein so erheblicher Teil des 
24stündigen Stickstoffumsatzes, daß diese Menge einige Prozente 
des Stickstoffumsatzes, wenigstens bei hungernden oder eiweiß- 
arm genährten Tieren ausmacht. Man kann diesen Fehler nicht 
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durch Variation der Größe des Tieres verkleinern. Nimmt man 
Kästen von kleineren Dimensionen!), um den Fehler zu ver- 
ringern, so verringert sich mit ihm auch die Größe des Tieres 
und mit ihr der Stoffumsatz, nimmt man größere Tiere, um den 
Stoffumsatz zu vergrößern, so braucht man größere Kästen, 
bei deren Verwendung dann auch die Fehler wieder wachsen. 
Große Kästen mit einfacher Temperaturablesung in der um- 
gebenden Wasserschicht können überhaupt keine verwertbaren 
Resultate mehr ergeben. Dagegen sollte es doch möglich sein, 
große Kästen für Menschen oder größere Tiere zu konstruieren, 
bei denen auf eine sehr genaue Temperaturmessung das Haupt- 
gewicht gelegt wird, und mit diesen dem Problem auch der 
Anteilnahmen kleinerer Mengen Stickstoff näher zu treten. 
Diese Temperaturmessung erfordert in erster Linie 
eine ständige lebhafte Bewegung der Luft im Kasten. 
Die Beobachtung müßte ferner das Mittel aus sehr zahl- 
reichen Einzelbeobachtungen an verschiedenen Stellen sein, also 
etwa auf thermoelektrischem Wege erfolgen oder auf der An- 
wendung eines sinnreich konstruierten Thermobarometers be- 
ruhen. 

Müssen wir also von vornherein das Zugeständnis machen, 
daß unsere Methode trotz der an ihr vorgenommenen Verbesse- 
rungen nicht imstande ist, das Problem bis in seine letzten Fein- 
heiten zu lösen, so ist doch immerhin zur Aufhellung der mit 
ihm verbundenen ungemein wichtigen Frage, ob wir überhaupt 
unseren Bilanzversuchen trauen dürfen, ob ihre Grundlage, daß 
wir aus den Stickstoffzahlen auf Ansatz oder Einschmelzung 
schließen dürfen, zu Recht besteht, schon sehr viel gewonnen, 
wenn wir eine erhebliche Anteilnahme des elementaren 
Stickstoffes ausschließen können. Schließlich sind ja alle diese 
Berechnungen nur auf einige Prozent genau, und so könnten 
wir diese kleine Unsicherheit schon in Kauf nehmen. Hat doch 
die Stoffwechselphysiologie schon seit einer ganzen Reihe von 
Jahren die große Unsicherheit hingenommen, die durch die nie 


1) Dies hat Krogh in seiner soeben erschienenen Arbeit getan (s. a. 
Schluß). Er erhielt dadurch außerordentlich kleine absolute Fehler, 
aber auch nur eben an ganz kleinen Tieren (höchstens Mäusen), so daß 
sie relativ in genau derselben Größenordnung liegen wie die meiren an 
Hunden. 
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ausreichend widerlegten Resultate von Regnault und Seegen 
im direkten Respirationsversuch sich gegen ihre durch große 
Reihen von immer wiederholten Bilanzversuchen gewonnene 
Überzeugung geltend machen mußte, und über die man eigentlich 
ohne absolut feste Basis mit souveräner Sicherheit zur Tages- 
ordnung übergegangen ist. Wenn nun eine Arbeit mit relativ 
geringen Fehlergrenzen zeigen kann, daß jedenfalls irgendwie 
größere Mengen elementaren Stickstoffes in den Stoffwechsel 
nicht eingehen, daß vielmehr die gefundenen Mengen nach beiden 
Seiten hin also sowohl im Sinne einer Absorption wie einer Ex- 
halation innerhalb der Grenzen der Versuchsfehler liegen, so ist 
damit schon ein weiterer Beitrag zur Sicherstellung des bereite 
eingenommenen Standpunktes gegeben. Und dies scheinen meine 
Versuche allerdings zu bieten. 

Die Stickstoffbilanzen schwanken in meinen Ver- 
suchen völlig unabhängig vonder Artund dem Zustand 
des Versuchstieres in einer Amplitude um den Null- 
punkt herum, die je 100 ccm fast niemals überschreitet. 
Soweit sich überhaupt ein Hinweis auf den Grund dieser Ab- 
weichung nach einer oder dör anderen Seite erkennen läßt, so 
deutet er auf Bedingungen, die im Versuche selbst liegen, und 
die man bisweilen noch erkennen oder wenigstens vermuten kann. 
Meist fehlt aber jeder Hinweis darauf, warum der eine Versuch 
mit demselben Hunde in analogem, nüchternem Zustande eine 
Abweichung nach der positiven, ein anderer nach der negativen 
Seite hin ergibt, ein Zeichen dafür, daß es sich hier eben 
nicht um wirkliche Abweichungen, sondern um Fehler 
handelt. Aus meinen im nachfolgenden beschriebenen Ver- 
suchen läßt sich also mit aller Bestimmtheit der Schluß ziehen, 
daß eine irgendwie erhebliche Anteilnahme des gasförmigen Stick- 
stoffes an den Stoffwechselprozessen der von mir untersuchten 
Tiere nicht anzunehmen ist, und daß sich aus der großen An- 
näherung der gefundenen Abweichungen an die Fehlergrenze mit 
großer Wahrscheinlichkeit der Schluß ziehen läßt, daß unter 
normalen Umständen gar keine solche Anteilnahme 
besteht. 

Auch dort, wo man nach den Ergebnissen der Gärungs- 
versuche eine Bildung von Stickstoff annehmen müßte, also z. B. 
bei mit nitrithaltigen Rüben gefütterten Kaninchen, verschwindet 
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diese minimale Menge wirklich gebildeten Stickstoffes unter den 
Fehlern des Versuches. 

Wir können also definitiv aufhören, in der Stoffwechsel- 
physiologie mit dem elementaren Stickstoff als einer wesentliehen 
Fehlerquelle zu rechnen. 


Nachtrag. 


Nach Vollendung dieser Arbeit kam mir eine Mitteilung 
von v. Linden!) zu Gesicht, die höchst frappierende Angaben 
über eine Beteiligung elementaren Stickstoffes bei der Respiration 
von Schmetterlingspuppen enthält. 

Danach sollen überwinternde Puppen vom Admiral (Vanessa 
atalanta) teils Stickstoff abgeben, teils u. a. kolossale Mengen 
(bis 1200 ccm in 24 Stunden pro kg) absorbieren. Da die Zu- 
verlässigkeit der Methodik schweren Bedenken unterliegt, so 
wird man diesen Angaben vorderhand stark skeptisch gegenüber- 
stehen müssen. 

Im übrigen ist durch die völlig einwandsfreie Arbeit von 
Krogh?), der auch mit Puppen experimentierte, gerade das 
Gegenteil erwiesen, daß die Puppen absolut keinen elementaren 
Stickstoff umsetzen. 

Sonst habe ich keine Veranlassung, auf die Kroghsche Arbeit, 
die zu denselben Resultaten kommt, wie die meine, näher einzu- 
gehen, da diese meine Arbeit beim Erscheinen der Kroghschen 
druckfertig vorlag und ihre Ergebnisse bereits vorher publiziert 
waren.°) 


Versuchsprotokolle. 


Die im folgenden angeführten Versuche sind von mir in 
Gemeinschaft mit verschiedenen anderen Herren ausgeführt 
worden, die dabei ihre besonderen Zwecke verfolgten, während 


1) v. Linden, Über die Atmung der Schmetterlingspuppen. Sitzungs- 
ber. d. Niederrhein. Ges. f. Natur- u. Heilkunde. Bonn 1905, s. a. Soc. 
Biol. 59, 692; ferner Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1906. 

2) Krogh, Über d. Ausscheidg. freien Stickstoffes a. d. Körper. 
Sitzungsber. d. Wien. Akad. 1906 und Skand. Arch. f. Physiol. 18. 

3) Oppenheimer, Diese Zeitschr. 1, 177, 1906. 


442 C. Oppenheimer: 


ich nur die Stiokstoffbilanz verwertete. Die angegebenen sind nur 
ein Bruchteil der wirklich ausgeführten. Eine beträchtliche Anzahl 
von Versuchen erzielte nicht das Maß von Zuverlässigkeit, das 
bei dieser äußerst subtilen Aufgabe nötig ist. Sie waren zur 
Feststellung des Sauerstoffverbrauches resp. des respirat. Quo- 
tienten ausreichend genau durchgeführt, nicht aber zur Gewinnung 
einer zuverlässigen Stickstoffbilanz. Alle Versuche, bei denen 
die Doppelanalysen der Kastenluft nicht gut übereinstimmende 
Werte ergaben, bei denen die Doppelbestimmungen des im ver- 
wendeten Sauerstoff enthaltenen Stickstoffes nicht gut stimmten, 
wurden ausgeschaltet., Ebenso aber mehrere Versuche, bei denen 
der Versuch selbst nicht ohne einige kleinere Zwischenfälle ablief, 
ferner diejenigen, bei denen die Durchmischung des Wannen- 
wassers nicht funktionierte. Von den Versuchen, die durch ein 
gröberes Mißgeschick überhaupt verloren gingen, sehe ich dabei 
natürlich ganz ab. Wo ich Versuche mit kleinen Fehlern doch 
verwertet habe, ist dies ausdrücklich angegeben, es handelt sich 
dann um Fehler, die in ihrer Bedeutung genau zu übersehen sind, 
und deren Tragweite in dieser Richtung man abschätzen kann. 
Einige dieser Versuche sind sogar durch diese bekannten 
Fehler sehr wichtig und wertvoll geworden, besonders in bezug 
auf die Messung der Temperatur, die bei weitem das wichtigste 
Moment darstellt. Sonst sind aber alle Ergebnisse aus tadellosen, 
gut durchanalysierten Versuchen gezogen, so daß sie auf ein dem 
erreichbaren nahekommendes Maß von Genauigkeit Anspruch 
erheben dürfen. Sie ergeben zum Teil negative, zum Teil 
positive Bilanzwerte ohne erkennbare Regelmäßigkeit. 
Die Amplitude entspricht im allgemeinen den Grenzen, die ich 
in der allgemeinen Übersicht über die Fehlergrenzen der Methode 
gegeben habe, bis auf einen Versuch, der trotz scheinbar zu- 
verlässiger Durcharbeitung einen ganz unwahrscheinlichen Wert 
ergibt. 


Kontrollversuch vom 20. Mai 1904. 
29,2 g Kerze verbrannt. i 
Roh ausgeführt, nur zur Prüfung auf grobe Undichtigkeiten 
im Apparat. 
Ergibt: Sauerstoff verlangt 58,78 1 
berechnet 58,84 L 
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Kontrollversuch vom 11. März 1904.. 


Kerze. 
Kastenv. vorher 1681 bei 16,20° u. 776,0 mm = 155,822] 
nachher 15,60° u. 768,18 mm = 154,814 1 
Sauerstoffbilanz. 


Analyse 
O vorher 20,79% v. 155,822 32,324 CO,= 1,04 
nachher 17,26%, v. 154,814 _ 27294 O = 17,26 
5031 N = 81,70 
Zugeführt 51,485 kg aq. bei 15° 
= 51,531 bei 107,05 T. B. 48,1351 N im O = 7,213% 
53,165 
davon ab z. Anal. 0,680 
N (7,213%) = 3,472 
4,152 4,152 
49,013 





verlangt von 24,222 g verbr. 
Kerze 48,775 


Fehler: + 0,2381. 


Stickstoffbilanz. 
N vorher 79,04% 122,892 
nachher 81,70% 126,482 
3,590 
zugeführt in 48,135 
680 
47,455 O mit 7,213% = 3,422 
Fehler: = 0,168 1 Stickstoff. 


CO,-Bilanz. 
CO, vorher 0,17%, (Mittel) 0,264 
nachher 1,037 (Anal.) 1,037 
+ 0,773 
gef. aus KOH 33,310 


Gesamt CO;: 34,083 
Berechn. für 24,222 kg Kerze 33,973 
Fehler: + 0,1101 CO, 
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Eine Reihe weiterer Kontrollversuche ergab, wie ich bereits 
in der Einleitung erwähnt habe, nur ziemlich rohe Werte, da sich 
infolge der unvollkommenen Verbrennung der Kerze brenzliche 
Produkte bildeten, die durch den Geruch deutlich nachweisbar 
waren. Da so komplizierte Gasgemische sich auch der zur Fest- 
stellung der Stickstoffbilanz unumgänglich nötigen ganz exakten 
Analyse entziehen, so ließen sich diese Versuche nicht als Kontrolle 
der genauen Stickstoffnullbilanz des Apparates verwerten. Sie 
zeigen also eigentlich nichts weiter als die Abwesenheit grober 
Fehlerquellen. Es hat infolgedessen keinen Zweck, alle Kontroll- 
versuche anzuführen, die wir immer wieder angestellt haben, bis 
wir uns schließlich gerade, wie Regnault selbst, davon überzeugt 
haben, daß eben die gewünschte Genauigkeit nicht zu erzielen ist. 
Auch die Verwendung von Alkohol an Stelle der Kerze führte 
zu keinem besseren Resultate, da etwas Alkohol in den Kasten 
hinein verdampfte, und sich so derselbe Fehler wieder einstellte. 
Immerhin sei als Beleg der eine Alkoholversuch angeführt. 


Kontrollversuch vom 6. Februar 1904. 
Verbrannt 37,37 g 100 prozentigen Alkohols, 
ergibt im ganzen 68,951 Kohlensäure, 
verlangt 71,49 1 
Sauerstoffverbrauch ungef. 56,0551 (mit Gasuhr ungenau gemessen), 
verlangt 54,536 ] 
Stickstoffbilanz: vorher 122,52 | 
nachher 127,03 1 


4,51 1 
in O (6,57%) 3,94 1 
Differenz also 0,57 1 Überschuß. 


Da der Kasteninhalt deutlich nach Alkoholdämpfen roch, so 
ist dieser Mehrbetrag an scheinbarem Stickstoff ohne Schwierigkeit 
erklärt. Der Versuch ist immerhin als annähernd genau an- 
zusehen. Ich gehe nun zu den Hundeversuchen über. 


Versuch vom 25. Mai 1904. 
Lotte (6,690 kg). 
48 h nüchtern. Dauer 7 h 45. 
Anfangs-T. 15,2 Bar. 766 bei 16,90° = 765,8 
End-T. (i. W.) 16,95 Bar. 763,8 bei 17,9° 
+ 6,70 Man. = 770,3 
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Kastenvolum: 
Anf. 1611 bei t= 15,2 p = 765,8 — 150,683 
Ende 161 1 bei t = 16,95 p = 770,3 — 150,317. 
Sauerstoffbilanz. 
Analyse 
Anf. vorh. nach Durchschnitt 20,79% 313261 CO, = 1,01% 
Ende vorh. nach Anal. 29,3721 O = 19,54 
1,9541 N = 79,45 
zugeführt aus Flasche: 40,825 kg aq. N im O = 1,58% 
bei 14,5 u. 106,6 T. B. = 38,348 
davon N = 1,58% 0,606 
Th. B. durch direkte Mes- 37,742 37,142 
sung von t u. p kontrolliert, 
stimmt genau überein Ges. O Verbr. = 39,796 1. 
Stickstoffbilanz. 
Anf. vorh. nach Durchschn. 79,07% 119,15 
Ende vorh. nach Anal. 79,45%, 119,43 
0,280 


zugeführt in 38,348 1 bei 1,58%, (Wasseranalyse) 0,606 
Fehler: — 0,3201 N. 


CO, - Bilanz. 
Anf. vorhand. Durchschn. 0,14%, 0,211 
nachher nach Anal. 1,01% 1,518 
1,3071 
aus KOH 27,193 
28,500 1 CO, 
RQ = 0,718. 


Die Temperatursteigerung von 15,2 auf 16,95° in 7 h (von 
12 Uhr mitt. an) ist auffallend groß; der kleine Fehler ist wohl 
zweifellos darauf zurückzuführen, daß sich das Wannenwasser 
eine Kleinigkeit stärker erwärmt hat als die Innenluft. Dazu sei 
bemerkt, daß am Fenster, wo das Barometer stand, schon bei 
Beginn 16,9° abgelesen wurden, also das Wannenwasser sich 
damit ausgeglichen hat. 
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Versuch vom 29. Mai 1904. 


Lotte. 24h nüchtern. Hund. Anfangs unruhig. Sonst ohne Störung. 
Dauer 16 Stunden. 


Anfangs-T. 16,3 Bar. 767,4 bei 17,4° 767,3 
End-T. (W) 17,95 Bar. 767,8 bei 18° u. Man. —2,0 765,8 
Kastenvol. 1611 bei 16,3 u. 767,3 150,185 
Endvol. 161 1 bei 17,95 u. 765,8 148,700 ` 


Sauerstoffverbrauch. 








Analyse 
Anf. vorh. 20,77% 31,194 CO, = 0,62 
Ende vorh. 19,06% 28,342 O = 19,06 
+ 2,852 N = 80,32 
Fl. II | 
Zufuhr 39,716 kg bei 16,65° u. 107,05 T. B. 
— 1,166 39,959 
N= 288 
38,150 | 39,671 N im O 
Fl. II 0,72% 
Fl. I 141% 
Zufuhr Fl. I 
29,425 
1,249 
28,176 bei 16,7 u. 107,25 = 26,238 
N= 373 
25,865. 


Gesamt-O-Verbrauch 68,388. 


Stickstoffbilanz. 

Anf. vorh. 79,08% 118,77 
Ende vorh. 80,32% 119,43 
+0,66. 





Stickstoff zugef. in Flasche I 0,372 
II 0,288 
660 = 0,66 
Fehler: 0. 
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Versuch vom 16. Juni 1904. 
Lotte. Fütterungsvers. 6 h 22. Tier ruhig, ohne Störung. 
Anf.-T. 20,23 Bar. 764,3 bei 22,7° 764,1 


End-T. 20,6 Bar. 763,4 bei 21,8° 
Man. —1,3 mm 762,0 
Vo 159,2 bei 20,23 u. 764,1 145,026 
Vz 159,2 bei 20,6 u. 762,0 144,363. 
Sauerstoffbilanz. 
Analyse 
Vorh. vorher 20,77% 30,12 CO, = 1,22%, 
nachher 18,78% 27,11 O = 18,78% 





3,01 N = 80,00% 
NimO 1,22% 


aus Flasche 60,490 kg 











515 
59,975 bei 18° u. 108,96 
55,111 54,44 
N 672 57,45 Ges. 0. 
54,437 
Stickstoffbilanz. 
Vorh. vorher 79,08% 114,69 
nachher 80,00%, 115,49 
0,80 
Zugel. im O (1,22%) 0,674 
Fehler: + 126 cem N. ` 
CO, - Bilanz. 
vorher 0,15% = 0,22 
1,22%, = 1,76 CO, = 49,942 
1,54 
aus KOH 48,402 RQ = 0,869 


Da sowohl der Versuch am 20. wie am 24. Juni einen N-Gehalt 
des Sauerstoffes aus derselben Bombe von 1,4%, ergeben, so 
scheint hier mit 1,22%, eine etwas zu niedrige Sauerstoffanalyse 
vorzuliegen, die wohl hauptsächlich den Fehler ergibt. Außerdem 
fehlt bei diesem Fütterungsversuch die Analyse auf brennbare 
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Gase, die, wenn vorhanden, als N mitbestimmt wären, wodurch 
eventuell der N-Gehalt etwas geringer würde. 


Versuch vom 20. Juni 1904. 
Nüchternvers. nach Fütterung. Lotte. Dauer 12 h 34. Hund 
zuweilen unruhig. 
ta = 16,95° pa = 762,1 bei 19,1° = 761,8 
tz = 19,25° pz = 762,5 bei 19,9° = 760,8 


— 1,7 Man. 
Va = 159,17 l bei 16,95° u. 761,8 146,95 
Vz = 159,171 bei 19,25° u. 760,8 145,09 
Sauerstoffbilanz. 
Analyse 

Vorh. Anf. 20,78% 30,54 CO, = 0,97% 
nachher 17,87% 25,75 O = 17,87% 
+ 4,79 N = 81,16% 





nn 


NimO 14% 
zugeführt Flasche I 54,57 kg 








Anal. 520 
54,05 bei 18,1 u. 108,27 Tb 
= 49,99 
699 N (1,4% 
49,291 
Flasche II 65,46 
520 
64,940 bei 18,1 u. 108,9 
= 59,69 
836 N (1,4%) 
58,854 
112,7551 0. 
Stickstoffbilanz. 
Vorh. Anf. 79,12% 116,27 
nachh. 81,16% 117,75 
1,48 
ber. aus O (1,4%) N 1,53 





Fehler: — 50 cem N. 
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CO, - Bilanz. 
Vorh. Anf. 0,10% 0,147 
0,97% 1,408 
1,26 


Ges. CO, == 81,18 
aus KOH 79,92 RQ = 0,753 


Versuch vom 24. Juni 1904. 
Lotte. 
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V.-D.11 h 46. Ohne Störung. 48 h vorher Hunger. 


Anf.-T. 17,75° Bar. 760,4 bei 19,4° = 760,25 


End-T. i. W. 18,80° Bar. 755,9 bei 19,2° u. + 0,23 Man. 756,05 


Kastenvol. Anfang: 159,421 bei t = 17,75 p = 760,25 
= 146,74 

Ende: 159,421 l bei t = 18,80 u. 756,05 

= 144,71 


Sauerstoffbilanz. 


Anfangs vorhanden nach Durchschnitt 20,78% 30,49 
Ende vorhanden nach Analyse 17,49% 25,31 


verbraucht 5,18 1 


Zugeführt Flasche I 55,070 kg bei 17,0° und 
108,90 Tb = 50,615 
= T709N (1,4%) 
49,906 
Flasche II 66,44 kg bei 17° u. 108,52 Tb 
= 61,28 
858 N (1,4%) 
60,422 = 110,328 
Ges. O 115,508 1 


Stickstoffbilanz. 


N Anfang 79,07%, von 146,741 116,025 
Ende 81,255% von 144,841 117,585 


berechn. aus dem zugef. O 1,567 
Fehler an N — 7 cm? 
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CO, - Bilanz 
vorher 0,220 
nachher 1,82 
1,60 
aus Lauge 80,095 
81,695 
RQ = 0,742 


Bei allen bis zu dieser Zeit ausgeführten Versuchen mußte 
leider auf die Temperaturbestimmung mit Hilfe des Thermo- 
barometers verzichtet werden. Es stellte sich nämlich heraus, 
daß das zu diesem Zwecke benutzte einfache Kupferrohr, das 
einen kleinen Wassertropfen enthielt, während des Versuches 
ganz beträchtliche Mengen Sauerstoff absorbierte, so daß das 
Thermobarometer erheblich falsche Werte ergab. Erst durch 
eine nachträglich ausgeführte starke Verzinnung des Rohres ließ 
sich dieser Fehler beseitigen. Zum Glück treffen für diese Ver- 
suche die Bedingungen zu, bei denen eine Ablesung nur der 
Wannentemperatur als brauchbar angesehen werden kann. Es 
waren Sommertage, an denen die Temperatur des Kellerraumes, 
in dem der Apparat steht, ziemlich konstant blieb, so daß das 
Wannenwasser eine sehr begreifliche geringfügige Erhöhung der 
Temperatur zeigte, deren Ablesung der wahren Innentemperatur 
nahe genug gekommen sein kann. 


Versuch vom 2. Juli 1904. 
Hund, gefüttert 8450 g. Dauer 7 h. 





Ta 19,2 Bar. 759,2 Man. — 12,25 
Tz 18,7 Bar. 760,5 Thb. + 0,75 
Vo 158,66 bei 19,2 u. 759,2 144,36 
Vz 158,66 bei 18,7 u. 748,2 142,59 
158,66 bei 19,2 u. 746,2 (Thb.) 141,46 
Sauerstoffbilanz. 
Analyse 
vorher 30,00 1 CO, = 1,65% 
nachher 24,32 ] O = 17,19% 
6,68 N = 81,16% 





100,00% 
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Fl. 59,92 bei 108,16 
55,537 
Total O 61,22 NimO 1,46% 
Stickstoffbilanz. 
vorher 114,14 gef. N 0,67 
nachher 114,81 ber. N 0,788 
0,67 Differenz — 118 cem. 
Versuch vom 11. November 1904. 
Hündin Molly. Vorher gehungert. Arbeit geleistet. 
Dauer 25 Stunden. Gewicht des Tieres 6600 g. 
Anf.-T. 15,6 Bar. korr. 767,5 mm 
End-T. 16,9 Bar. korr. 755,7 mm 
Manom. + 0,7 mm Thermob. + 14,66 mm 
Anfangsvol. 161,41 bei 15,6 u. 767,5 151,115 
Endvol. 161,41 bei 15,9 u. 756,4 147,95 
161,41 bei 15,6 u. 753,54 (Thb.) 148,31 
Sauerstoffbilanz. 
Analyse 
vorher vorhanden (Luft) 31,40 1 CO, = 1,16% 
O = 17,18% 
nachher vorhanden 17,18% 25,47 1 N = 81,66% 
5,93 1 100,00% 


Zugef. aus Fl. II 


NimO 1,36%, 


67,5 kg bei 15° u. 106,92 minus 


4,65 kg bei 


Aus Fl. I 


107,91 


57,39 ] 


53,70 kg bei 15° u. 107,17 


minus 4,65 kg bei 


minus N 


108,43 


45,86 1 
103,791 
1,411 
102,38 1 


Gesamt O 108,31 1. 
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Stickstoffbilanz. 
Vorher vorhanden (Luft) 119,484 1 
Nachher vorhanden 81,66%, bei Wass.-T. 120,815 1 
bei Therm. 121,11 1 


Überschuß also bei Wass.-T. 1,331 1 
bei Therm. 1,626 1 
Gefunden im O (1,36%) 1,4111. 


Fehler: bei Wasserthermometer — 80 ecm 
Fehler: bei Thermobarometer + 215 cem. 


Kohlensäurebilanz. 
Vorher vorhanden 0,227 1 
Nachher vorhanden 1,718 1 
14911 
aus der Lauge 70,215 71,706 1 (85,556) 


RQ 0,662. 


Auch hier findet sich wieder eine beträchtliche Differenz 
zwischen dem durch Wassertemperatur in der Wanne und dem 
durch Thermobarometer ermittelten Wert. Indessen sind bei 
diesem Versuche weitere Spekulationen über die wahrscheinliche 
Ursache dieser Differenz überflüssig, da die Thermobarometer- 
ablesung sicher mit einem nicht genau zu schätzenden Fehler 
behaftet sein muß. Es fand sich nämlich am Schlusse des Ver- 
suches in dem horizontalen Glasrohr am Thermobarometer ein 
sperrender Wassertropfen vor, der eine genaue Ausgleichung und 
damit eine genaue Ablesung verhindert haben muß. Wir müssen 
also leider bei diesem Versuche mehr Wert auf die Ablesung der 
Wassertemperatur legen. Zum Glück erfüllt aber dieser Versuch 
infolge seiner langen Dauer die Bedingungen, unter denen ich die 
Ablesung der Wassertemperatur als gültig anerkennen kann. 
Die Temperatur des Raumes hat sich nicht wesentlich geändert, 
es wurde während des ganzen Versuches für gründliche Durch- 
mischung gesorgt. 


Versuch vom 25. November 1904 (fehlerhaft). 
Hündin Lotte, reichliche Fleischfütterung, mit Phlorizin vergiftet. 
Dauer 8!/, Stunden. Gewicht 8400 g. 
Anf.-T. 15,12 Bar. 751,8 
End-T. 16,25 761,1 
Man. + 6,35 Thermobar. + 9,23 
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Anfangsvol. 158,6 bei 15,12 u. 751,8 145,73 1 
Endvol. 158,6 bei 16,25 u. 7567,45 146,06 1 
Endvol. 158,6 bei 15,12 u. 748,92 (Thb.) 145,211. 
Sauerstoffbilanz 
Analyse 
Vorher vorhanden (Luft) 30,28 1 CO, = 2,33% 
Nachher vorhanden 17,30%, 25,12 0, = 17,90% 
5,16 1 N, = 80,27% 
H, = 0,10% 
Zugef. Fl. II red. u. nach Abzug 
der Anal. Probe 21,597 1 N im O 2,37% 
do. aus Fl. I 26,419 1 
48,021 


— N (2,37%) 1,14 
46,881 Total O 52,041. 


Stickstoffbilanz. 
Vorher vorhanden 115,23 
Nachher vorhanden 116,56 
1,33 


ber. aus dem O (2,37%) 1,14 
Diff. + 190 cem. 


Kohlensäurebilanz. 
Vorher vorhanden (Luft) 0,218 1 
Nachher vorhanden (2,33%) 3,383 1 
3,171 
aus der Lauge 30,711 
Gesamt CO, 33,88 1. 





RQ 0,647. 


Dieser Versuch ist mit einem kleinen Fehler behaftet. Durch 
eine Verstopfung in der Sauerstoffflasche 2 konnte das Endvolum 
des Sauerstoffes nicht mit absoluter Genauigkeit bestimmt 
werden. Auch eine Probeentnahme konnte nicht stattfinden, so 
daß die Analyse der anderen, gleichzeitig aus derselben Bombe 
gefüllten Flasche mit benutzt werden mußte. Doch sind die da- 
durch möglichen Fehler nur als geringfügig anzusehen. Es kann 
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sich höchstens um ca. 100 ccm N handeln. Die Ablesung der 
Wassertemperatur ist bei diesem Versuch infolge schlechter 
Durchmischung stark von der richtigen, durch Thermobarometer 
ermittelten abweichend. Es zeigt sich bei diesem kurzen Versuch 
wieder, wie groß diese Fehler sein können. 


Versuch vom 23. Februar 1905. 
Hund Lotte. Nüchtern. Gewicht 8000 g. Dauer 10 Stunden. 





Ta 14,2 Bar. 768,5 Man. — 5,95 
Tz 15,00 Bar. 766,0 Thb. + 1,7 
Vol. 160 bei 14,2 u. 768,5 150,99 
Vol. 160 bei 15,0 u. 760,05 148,74 
Vol. 160 bei 14,2 u. 760,8 (Thb.) 149,48 
Sauerstoffbilanz. 
Analyse 
Vorher 31,38 CO, = 120% 
Nachher 24,74 O = 16,55% 
6,64 N = 82,25% 
100,00% 
Fl. II 54,6 bei 105,27 51,60 
Fl. I 52,62 bei 105,43 42,95 
101,55 
N 3,43 N im O 3,38% 
98,12 
Total © 104,76 1. 
Stickstoffbilanz. 
Vorher 119,665 gef. N 3,285 
Nachher 122,95 ber. N 3,430 
3,285 
Diff. N — 145 ccm. 
Kohlensäurebilanz. 
Zuwachs im Kasten 1,574 
aus Lauge 70,61 1 
72,18 RQ 0,69. 


Der Versuch ist, wenn man die Ablesung von Thermometer und 
Barometer mit der am Thermobarometer vergleicht, wieder sehr 
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charakteristisch für eine falsche Ablesung in der Wanne. 
Der Versuch hat morgens begonnen, nachdem einige Stunden 
vorher geheizt war. Mittags war es infolgedessen sehr warm im 
Raum, gegen Abend kühlte es sich wieder ab. Durch die starke 
Erwärmung des Raumes ist das Wannenwasser zu warm geworden, 
so daß die Ablesung ein etwas geringeres Vol. ergibt als die 
Thermobarometerablesung. Allerdings scheint auch das Thermo- 
barometer in geringfügiger Weise durch das Warmwerden des 
Wannenwassers erwärmt worden zu sein, so daß es ebenfalls 
noch einen zu niedrigen Wert für das Endvolum ergibt. 


Versuch vom 8. März 1905. 
2 Kaninchen. Rübenfütterung. Rüben enthalten 0,069% HNO, 
nach Busch. Dauer 24 Stunden. 


Anf.-Temp. 16,5° Bar. 753 mm 
End-Temp. 15,38 ° Bar. 758,4 mm 
Manom. —0,5 Thermobar. — 5,8 mm Hg 


Gewicht der Tiere 3500 g. 
Kastenvol. Anf. 163,51 bei 16,5 u. 753 mm 149,17 
Kastenvol. Ende 163,5 1 bei 15,38 u. 757,9 151,25 
Kastenvol. Ende 163,5 1 bei 16,5 u. 758,3 150,57 


Sauerstoffbilanz. 

Vorhanden vorher (Luft) 30,99 Analyse 
Vorhanden nachher (19,67%) 29,615 CO, = 0,28 
O, = 19,67 
Verbrauch aus Kasten 1,375 1 N, = 79,66 
H, = 0,34 
CH,= 0,05 
Aus Fl. I zugel. 100,00 


65,701 red. 51,281 
Aus Fl. II zugel. 


13,35 1 red. 12,40 1 N im O Fl. 13,23% 


63,68 1 Fl. II 3,38% 
davon ab N 1,656 
0,40 
2,056 1 61,634 1 


Total © 63,011. 
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Stickstoffbilanz. 
Vorhanden vorher (Luft) 117,931 
Vorhanden nachher 119,93 1 
gef. +2,00 1 


Zugef. in O von Fl. I 
N 3,23%, (Mittel 2 Anal.) 
1,666 1 
Zugef. Fl. II 
N 3,38%, 0,405 1 
Zugef. N Total 2,05 I N gef. 2,00 
N ber. 2,05 
Differenz — 50 cem. 


Kohlensäurebilanz. 
Im Kasten vorher 0,15% 0,223 1 
Im Kasten nachher 0,28% 0,334 1 
Zuwachs: 0,1111 
Aus der Lauge ber. 67,02 1 
Total: 57,13 1 
RQ 0,907. 


Dieser Versuch ist wieder für die Beurteilung der Temperatur- 
messung in der Wanne sehr lehrreich. Der Versuch war die 
Nacht hindurch gegangen, und das Zimmer hatte sich in der 
Märznacht erheblich abgekühlt. Infolgedessen ist wohl zweifellos 
die Ablesung in der Wanne, die ja um 1,12° niedriger ist als 
der Anfangswert, zu niedrig und der daraus berechnete Wert 
des Endvolums zu hoch. Nimmt man diesen Wert zur Grundlage 
der Stickstoffberechnung, so erhält man anstatt eines Defizits 
von 50 ccm ein Plus von 450 cem. Dies ist ein Wert, der doch 
schon die Grenze der sonst möglichen Fehler überschreitet und an 
die Werte von Regnault erinnert. Dabei war das Wasser dauernd 
und gründlich durchmischt, und bei der Ablesung mit großer 
Sorgfalt verfahren worden. Nimmt man den Mittelwert zwischen 
den mittels Thermometer und Barometer und dem mittels 
Thermobarometer gefundenen Endvolumen, so erhält man einen 
Stickstoffendwert, der von dem aus dem Sauerstoff berechneten 
um 200 cem abweicht. Es zeigt sich also hier deutlich die Be- 
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deutung der Temperaturablesung und die Bedenklichkeit der 
Wannenablesung bei Winterversuchen in geheizten Räumen, die 
sich über Nacht abkühlen. 


Versuch vom 17. Juli 1905. 
Hund Mohr, 5,6 kg, gefüttert mit 67 g Fett. Dauer 251/, Stunden. 


Ta 19,0 Bar. 758,8 Man. — 2,75 
Tz 19,6 758,9 Thb. + 3,15 
161,4 bei 19,0 u. 758,8 146,91 
161,4 bei 19,6 u. 756,15 145,92 
161,4 bei 19,0 u. 752,9 145,73 
O-Bilanz. 
vorher 30,53 
27,76 (19,07%) Analyse 
2,771 CO, = 0,46% 
Fl. I 44,78 bei 109,58 40,93 1 O = 19,07% 
Fl. II 37,17 bei 109,47 33,93 1 N = 8,47% 
100,00% 
an N 0,7 N im O 1,88%, Fl. I 
0,39 73,70 N im O 1,17% PL U 
2,77 
Total O 76,741. 
N-Bilanz. 
vorher 116,16 1 N gef. 1,141 
nachher 117,30 1 N ber. 1,161 
1,14 1 
N-Bilanz — 20 cem. 
Kohlensäurebilanz. 
vorher 0,221 
0,670 aus der Lauge: 47,281 
0,450 


Total CO, 47,73 
RQ 0,62. 
Bei diesem Sommerversuch ist die Ablesung in der Wanne 
dem Thermobarometerwert schon eher nahe kommend, aber 
immerhin noch um 200 ccm = 160 ccm N abweichend. Der Ver- 
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such ist am Vormittag abgebrochen worden, das Wannenwasser 
also von der Nacht her etwas zu kalt. Die Berechnung ohne 
Thermobarometer hätte eine ‚„Exhalation‘ von ca. 140 cm? N. 
vorgetäuscht. 


Versuch vom 20. Juli 1905. 
Hund Mohr, 5,2 kg, gefüttert Fleisch. Dauer 22 Stunden. 














Ta 19,2 Bar. 758,1 Man. + 7,55 
Tz 17,5 Bar. 759,2 Thb. — 2,08 
Vol. 161,8 bei 19,2 u. 758,1 147,00 
Vol. 161,8 bei 17,5 u. 766,55 149,96 
Vol. 161,8 bei 19,2 u. 767,75 148,90 
O-Bilanz. 
Vorher 30,54 | Analyse 
Nachher 30,08 CO, = 0,42 
0,46 O = 20,20 
H = 0,18 
N = 79,20 
Fl. I 57,95 bei 109,02 53,12 100,00% 
Fl. II 48,49 bei 109,29 44,04 
97,25 N im O 1,84% (Mittel) 
N 1,79 
Total O 95,921. 
Stickstoffbilanz. 
Vorher 116,23 gef. N 1,67 
Nachher 117,90 ber. N 1,79 
1,67 
N- Bilanz — 120 ccm. 
Kohlensäurebilanz. 
Vorher 0,220 aus Lauge 67,57 
Nachher 0,625 0,41 
67,98 
RQ 0,708. 


Auch dieser Versuch ist wichtig wegen der offenbar falschen 
Ablesung der Wannentemperatur. Das Wasser zeigte am Morgen 
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eine niedrigere Temperatur als am Tage vorher, da sich der 
Raum erheblich abgekühlt hatte. Infolgedessen hätte die bloße 
Ablesung dieser Temperatur einen kolossalen Überschuß an 
Stickstoff ergeben, nämlich ca. 700 ccm. Das Thermobarometer 
zeigt sich also bei diesem langen Versuch über Nacht in seiner 
ausschlaggebenden Bedeutung. Daß die Kasteninnenluft sich 
nur sehr wenig abgekühlt hat, geht ja auch aus dem gering- 
fügigen negativen Stand des Thermobarometers hervor, der fast 
ganz durch die Zunahme des Barometerstandes erklärt 
ist; die Abkühlung des Außenwassers ist also nicht einer ent- 
sprechenden der Kastenluft parallel gegangen, sondern eine Folge 
der Abkühlung des Raumes. Auf solche Weise werden wohl 
manche der Regnault-Reisetschen Werte entstanden sein. 


Versuch vom 23. August 1905. 
Hund Mohr, 5640 g, Fütterung 100 g Fleisch. Dauer 8 Stunden. 








Ta 18,39 Bar. 756,9 Man. — 0,77 
Tz 18,30 Bar. 759,1 Thb. — 4,75 
Vol. 161,36 bei 18,39 u. 756,9 146,93 
Vol. 161,36 bei 18,30 u. 758,3 147,28 
Vol. 161,36 bei 18,39 u. 760,88 147,73 
Sauerstoffbilanz. 
Vorher 30,52 Analyse 
Nachher 28,94 CO, = 0,50% 
— 1,59 | O = 19,59% 
Fl. 32,50 bei 108,16 N =81,91% 
30,08 
N — 2,02 N im O 6,87% 
28,06 6,61% 
1,59 Mittel 6,74% 
Total O 29,65 1. 
Stickstoffbilanz. 
Vorher 116,17 gef. N 1,88 
Nachher 118,05 ber. N 2,02 


Ditt. N —140 eem, 
Biochemische Zeitschrift Band IV. 31 
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Versuch vom 25. August 1905. 
Hund Mohr, mit Olivenöl gefüttert, Gewicht 5370 g. Dauer 8 St. 





Ta 16,89 Bar. 759,5 Man. 8,2 
Tz 17,13 Bar. 758,7 Thb. fehlt. 
Vol. 161,6 bei 16,89 u. 759,5 148,76 
Vol. 161,6 bei 17,13 u. 766,9 150,06 
Sauerstoffbilanz. 
Vorher 30,91 Analyse 
Nachher 29,68 CO = 0,38%, 
1,231 O = 19,78% 
PL 30,75 bei 107,60 = 28,60 N = 79,84% 
N 2,10 nach Geppert O 20,02 
26,50 Mittel 
1,23 O = 19,90 
N = 79,72 


O im N 7,35% 
Total O 27,73 1. 





Stickstoffbilanz. 
Vorher 117,62 gef. N 2,01 
Nachher 119,63 . ber. N 2,10 
2,01 
| Ditt. N —90 cem. 
Kohlensäurebilanz. 
Vorher 0,223 aus Lauge 20,57 
Nachher 0,570 0,347 
0,347 20,92 
RQ 0,754. 


Dieser Versuch erscheint brauchbar, obwohl die thermo- 
barometrische Ablesung fehlt. Es ist ein kurzer Versuch über 
die Mittagsstunden, bei dem Anfangsablesung und Endablesung 
sehr nahe beieinander liegen. Es ist deshalb bei diesem Versuch 
eine richtige Bestimmung der Temperatur anzunehmen. 
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Zwei Kälteversuche. 


Versuch vom 28. August 1905. 
Hund Mohr, Gewicht 5050 g, Fleischfütterung. Dauer 61/, Stunden. 








Ta 16,20 Bar. 754,6 Man. — 3,2 
Tz 789 Bar. 751,2 Thb. — 24,85 
Vol. 162 bei 16,20 u. 754,6 148,65 
Vol. 162 bei 7,9 u. 748,0 153,09 
Vol. 162 bei 16,20 u. 776,25 152,99 
Sauerstoffbilanz. 
Vorher 30,89 Analyse Analyse 
Nachher . 31,87 nach Geppert 
0,98 CO, = 0,49% O = 20,89 
O = 20,85 N = 78,60 
N = 78,69 H = 0,02 
Fl. 29,90 bei 108,29 
27,64 N im O 7,22% 
— 0,98 7,12% 
N — 1,98 


Total O 24,68 1. 





Stickstoffbilanz. 
Vorher 117,53 gef. N 2,71 
Nachher 120,24 ber. N 1,98 
371 
Dift. N +730 cem. 
Kohlensäurebilanz. 
Vorher 0,222 aus Lauge 15,22 
Nachher 0,750 Total 15,75 
0,527 
RQ 0,616. 


Versuch vom 14. September 1905. 
Hund Mohr, 4300 g, Hunger. Kälteversuch. Dauer 6 Stunden. 


Ta 14,20 Bar. 764,9 Man. + 14,6 
Tz 8,7 Bar. 762,7 Thb. — 16,6 
31* 
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Vol. 162,7 bei 14,2 u. 764,9 152,82 
Vol. 162,7 bei 8,7 u. 773,3 159,27 
Vol. 162,7 bei 14,2 u. 796,1 159,15 
O-Bilanz. 
Vorher 31,75 Analyse 
Nachher 36,83 CO, = 0,24 
—5,08 O = 23,14 
Fl. 37,55 bei 104,86 35,84 N = 76,62 
N 0,74 100,00% 
35,10 
davon ab noch 5,08 N im O 2,06 
Total O gleich 30,00 L 
Stickstoffbilanz. 
Vorher 120,83 ' gef. N 111] 
Nachher 121,94 ber. N 0,741 
1,11 1 
N - Bilanz -+370 ccm. 
Kohlensäurebilanz. 
Vorher 0,229 l aus Lauge 19,90 1 
Nachher 0,382 0,153 
0,153 
20,05 1. RQ 0,67. 


Diese beiden Versuche sind, grade weil sie eine scheinbar 
recht erhebliche positive N-Bilanz ergeben, in Hinsicht der Tempe- 
raturmessung sehr instruktiv. Sie sind zu ganz anderen 
Zwecken angestellt worden, und ich benutze sie nur wegen dieser 
Besonderheit. Die Anfangstemperatur betrug im Kasten 16,2 
resp. 14,2°. Sofort nach dem Hereinsetzen des Tieres wurde Eis 
in die Wannen und direkt auf den Kasten gelegt und so die Tem- 
peratur herabgedrückt. Nach meinen Ausführungen im all- 
gemeinen Teil war es von vorherein klar, daß bei einer solchen 
Versuchsanordnung die Ablesung in der Wanne immer zu niedrig 
ausfallen mußte. Ohne jeden Zweifel folgt die Innenluft einer so 
gewaltsamen Abkühlung der Umgebung nicht, zumal nicht in 
so kurzer Zeit, und wenn ein Wärme gebendes Tier sich in dem 
Raum befindet. Die Hauptfrage war aber, wie verhält sich in 
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diesem extremen Falle das Thermobarometer? Nun, es ist so 
gut wie sicher, daß in diesem Falle auch das Thermobarometer 
zu niedrige Werte ergeben muß. Denn es liegt doch in seiner 
ganzen Länge der Wand des Kastens an. Wird nun diese Wand 
von allen Seiten her durch Eis und sehr kaltes Wasser stark 
abgekühlt, so kann man mit Sicherheit annehmen, daß sich ein 
sehr starkes Temperaturgefälle von dem warmen Tier zu der 
kalten Wand ausbilden wird, ein Temperaturgefälle, bei dem 
auch das Thermobarometer nicht die wahre Durchschnitts- 
temperatur des Kastens angeben kann, da es der Wand sehr 
benachbart ist. Man wird also a priori annehmen können, daß 
sich mit Hilfe der Ablesung in der Wanne ein zu hohes End- 
volumen ergeben wird, daß aber auch durch das Thermobaro- 
meter sich ein zwar niedrigeres, aber auch noch zu hohes End- 
volum ergeben wird, wie dies denn tatsächlich sich aus den oben 
berechneten Daten ergibt. Damit findet denn auch die über 
die sonst übliche Fehlergrenze hinausgehende Zunahme des Stick- 
stoffes ihre einfache Erklärung. 


Wärmeversuch. 
Versuch vom 29. August 1905. . 
Hund, 5040 g, Fütterung 100 g Fleisch. Dauer 7 Stunden. 


Ta 16,60 . Bar. 749,9 ‘ Man. + 13,45 
Tz 22,31 Bar. 750,0 Thb. + 31,17 
Vol. 162 bei 16,6 u. 749,9 147,42 
Vol. 162 bei 22,31 u. 763,45 146,24 
Vol. 162 bei 16,6 u. 732,2 143,86 
Sauerstoffbilanz. 
Analyse 
Vorher 30,63 CO, = 0,21% 
Nachher 27,39 O = 19,04 
324 N = 80,75 
100,00% 
Fl. 24,50 bei 109,88 22,32 
N 0,32 
22,00 


N im O 1,42% 
Total O 25,24. 
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Stickstoffbilanz. 
Vorher 116,17 gef. 0,39 
Nachher 116,56 ber. 0,32 


0,39 1 
Diff. N +70 ccm. 


Dieser Versuch ist in bezug auf die Temperaturmessung 
außerordentlich interessant. Es ergibt sich ein sehr großes Miß- 
verhältnis zwischen der Berechnung mit Thermometer und Baro- 
meter einerseits und Thermobarometer andererseits. Aus anderen 
Gründen war während des Versuches schon gleich nach dem Be- 
ginn die Temperatur stark gesteigert worden. Dies geschah 
‚durch Einleiten von Dampf in die Wanne. Die Wassertemperatur 
in der Wanne betrug nun 1!/, Stunden vor dem Abbrechen des 
Versuches 24,35° als die höchste erreichte Temperatur. Mit dem 
Einleiten des Dampfes war schon vorher aufgehört worden. 
Da nun also die Wanne eine viel höhere Temperatur hatte als der 
umgebende Raum, so kühlte sich das Wannenwasser sehr 
schnell ab, so schnell, daß es nach 11/, Stunden nur noch die End- 
temperatur von 22,3° hatte. Es ist ganz selbstverständlich, daß in 
dieser kurzen Zeit die Temperatur im Innern des Kastens nicht in 
analoger Weise sich abkühlen konnte. Was der Innenluft im Laufe 
von 6 Stunden an Wärme zugeführt war, konnte sie nicht in 
Di, Stunden wieder abgeben. Es ist im Gegenteil sehr wahr- 
scheinlich, daß die Innentemperatur noch ziemlich dieselbe Höhe 
haben wird wie bei der Ablesung auf dem höchsten Stand. Da- 
gegen folgt, wie ich in den allgemeinen Vorbemerkungen aus- 
geführt habe, die Temperatur der Wanne viel eher den Schwan- 
kungen der Temperatur des Raumes als der des Kastens. Das 
Ergebnis ist also, daß man in der Wanne eine viel niedrigere 
Temperatur abliest, als in dem Kasten tatsächlich herrscht, 
das heißt, ein viel zu großes Endvolum herausrechnet. Dagegen 
ist in diesem Falle das Thermobarometer ein durchaus zuver- 
lässiges Instrument. Die Zeit von Di, Stunden ist genug, um 
in dem Kasten selbst eine Ausgleichung herbeizuführen, wenn 
man von dem Gefälle vom Tier zu der Kastenwand absieht. 
Und dies Gefälle ist hier auch geringer als bei niedrigerer Tem- 
peratur, da das Tier hier nicht so viel wärmer ist als die Kasten- 
luft. Allerdings liegt das Thermobarometer der Kastenwand 
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näher, die durch das kühlere Außenwasser sich etwas abgekühlt 
hat, und wird deshalb eine etwas geringere Temperatur, als der 
wahren Durchschnittstemperatur entspricht, angeben, doch kann 
dieser Fehler nur sehr geringfügig sein, und man kann ihn, wenn 
man will, in dem geringen, auch nach der Thermobarometer- 
messung noch restierenden Überschuß an Stickstoff wieder- 
erkennen. Ich möchte an dieser Stelle ausdrücklich darauf hin- 
weisen, daß hier die Verhältnisse ganz anders liegen als bei den 
besprochenen Kälteversuchen. Bei diesen muß, wie gezeigt wurde, 
auch das Thermobarometer einen falschen Wert, eine zu niedrige 
Temperatur angeben. Bei diesem Wärmeversuch muß nun die 
Sache nicht etwa umgekehrt liegen, das heißt das Thermobaro- 
meter nicht etwa einen zu hohen Wert ergeben. Dort blieb die 
intensive Abkühlung bis zum Schluß bestehen, das Wannenwasser 
konnte sich bis zum Schluß des Versuches nicht wieder erwärmen, 
während hier die höchste Temperatur Di, Stunden vor dem Ende 
abgelesen wurde. Dann trat Abkühlung ein, so daß das Wannen- 
wasser zu kalt war, also genau wie bei den Kälteversuchen. 
Vor allem aber fehlt hier die Fälschung der Thermobarometer- 
angaben, die bei den Kälteversuchen durch das große Gefälle 
vom Tier zu der Kastenwand, an der das Rohr liegt, herbei- 
geführt wurde. Der grundlegende Unterschied ist also der, daß 
man bei dem Wärmeversuch eine richtige Ablesung des Thermo- 
barometers erwarten darf, während es bei dem Kälteversuch 
ebenfalls einen Fehler und zwar im Sinne einer scheinbaren Ver- 
mehrung des Stickstoffes bedingen muß. 

Für die Beurteilung des wichtigsten Faktors bei allen diesen 
Versuchen, die Messung der Innentemperatur, sind diese Ver- 
suche mit künstlicher Temperaturveränderung von höchstem 
Interesse. 

Um den Einfluß falscher Ablesung der Wannentemperatur 
und zwar im speziellen den der mangelnden Durchmischung 
zu demonstrieren, möchte ich einen Versuch anführen, bei dem die 
Wasserstrahlpumpe nicht in Ordnung war, so daß auf eine Durch- 
leitung von Luft durch das Wasser der Wanne verzichtet werden 
mußte. Der Versuch wurde trotzdem zu Ende geführt, da er für 
die Gewinnung eines richtigen R.-Q. ausreichend genau erschien. 
Er ergab nun tatsächlich eine bedeutende positive Stickstoff- 
bilanz, ganz in dem Sinne, wie ich es in der Einleitung besprochen 
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habe, da das Wannenwasser der wahren Innentemperatur nicht 
entsprach, vielmehr kälter war. Die Zahlen sind folgende: 


Versuch vom 6. Juni 1904. 
Hund, Hunger, Gewicht 7,3 kg. Dauer 7 Stunden. 





Ta 18,2 Bar. 763,9 Man. + 0,5 
Tz 18,2 Bar. 761,2 Thb. fehlt. 
Vol. 159,71 bei 18,2 u. 763,9 146,92 
Vol. 159,71 bei 18,2 u. 761,7 146,49 
Sauerstoffbilanz. 
Vorher 30,52 Analyse 
Nachher 28,39 CO, = 0,10% 
2,131 O = 19,38% 
N = 80,52% 
aus Fl. 63,532 1 red. 100,00% 
N 0,706 
52,826 
Total O 54,95 1 N im O 1,32% 
Stickstoffbilanz. 
Vorher 116,18 1 gef. 1,771 
Nachher 117,95 1 ber. 0,70 1 
1,771 1,06 1 


Diff. +1,06 1 Stickstoff. 


Kohlensäure total 39,56 1, daraus folgt ein resp. Quot. 
von 0,720. | 

Wieder anders liegen die Dinge bei einem im übrigen durch 
ein Versehen verunglückten Versuch, der aber gerade dadurch 
ein großes Interesse gewinnt, indem er ebenfalls als Material für 
meine Anschauung von der großen Bedeutung der Fehler bei 
der Temperaturmessung dienen kann. Ich lasse zunächst die 
Daten folgen. 


Versuch vom 14. Dezember 1904. 
Hund, nüchtern, Gewicht 7,06 kg. Dauer 20 Stunden. 
Ta 15,3 Bar. 756 mm Man. + 8,48 
Tz 25,2 Bar. 756,85 Thb. fehlt. 
Vol. 159,94 bei 15,3 u. 756 mm 147,67 1 
Vol. 159,94 bei 25,2 u. 765,33 142,53 1 
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Sauerstoffbilanz. 
Vorher 30,67 Analyse 
Nachher 24,26 CO, = 0,54% 
ar O = 17,02% 
N = 82,44% 
100,00% 
aus Fl. I 35,65 bei 107,78 = 33,10 1 
aus Fl. II 55,21 bei 107,65 = 51,33 
84,43 N im O 2,69% 
N = 2,27 
82,16 
6,41 
Total O 88,57 1. 
Stickstoffbilanz. 
Vorher 116,78 gef. 0,78 
Nachher 117,50 ber. 2,27 
0,78 Diff. —1,49 L 
Kohlensäurebilanz. 
Vorher 0,22 aus Lauge 66,566 
Nachher 0,77 0,55 


67,116 RQ 0,758. 


Der Versuch zeigt also ein ganz kolossales Defizit an Stick- 
stoff. Dies scheinbare Defizit ist aber leicht auf Fehler zurück- 
zuführen. Der Versuch verlief nämlich folgendermaßen: Er wurde, 
wie meist, gegen Mittag begonnen und ging dann die Nacht hin- 
durch. Infolge ungenügender Heizung kühlte sich in der kalten 
Dezembernacht das Zimmer so stark ab, daß es am Morgen, 
als man den Raum wieder betrat, eine sehr niedere Temperatur 
hatte, die sich natürlich auch dem Kasten mitgeteilt hatte 
und das Versuchstier in Gefahr brachte. Es wurde deshalb schnell 
Dampf in die Wanne eingeleitet, leider etwas zu lange, so daß 
die Temperatur der Wanne nun wieder zu hoch stieg, viel höher, 
als die Anfangstemperatur betragen hatte. Kurze Zeit darauf 
wurde der Versuch, der durch dieses Versehen für feinere Mes- 
sungen ohnehin unbrauchbar geworden war, abgebrochen. Die 
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Temperatur der Wanne betrug immer noch über 25°. Es unter- 
liegt gar keinem Zweifel, daß die Innenluft des Kastens dieser 
enorm schnellen und intensiven Erhöhung der Wassertemperatur 
nicht gefolgt sein kann, da ihre Temperatur kurz vorher viel 
niedriger gewesen war. Es ist also als sicher anzunehmen, daß 
die Ablesung der Wanne einen erheblich zu hohen Wert 
ergibt, und daraus ergibt sich wieder nach der oft durchgeführten 
Überlegung, daß das Volum der Kastenluft zu niedrig berechnet 
sein muß, daraus folgt aber ein Defizit an Stickstoff, dessen 
Höhe unter diesen abnormen Verhältnissen nicht überraschen kann. 
Außerordentlich zu bedauern ist, daß bei diesem Versuche auf 
das Thermobarometer verzichtet werden mußte, da es infolge 
der enormen Temperatursteigerung, auf die es nicht vorsichtig 
eingestellt war, nicht genau abgelesen werden konnte, da Luft in 
den Ablesungsschenkel geraten war. Aller Wahrscheinlichkeit 
nach hätte übrigens bei diesem abnormen Versuch auch das 
Thermobarometer einen falschen Wert ergeben, da das Gefälle 
zu der viel kälteren Kastenluft von der viel wärmeren Wanne 
auch wohl sicherlich eine relative Erwärmung des Thermobaro- 
meters bewirkt hätte. Dadurch, daß dieser Versuch wieder 
eindringlich auf die Fehlerquelle der Wannentemperatur hin- 
weist, ist er doch noch zu etwas nütze, während er sonst leider 
durch das erwähnte grobe Versehen ohne Beweiskraft ist. 


Versuch vom 19. August 1905. 
Hund Mohr, 5720 g, Hunger. Dauer 8 Stunden. 


Ta 17,95 Bar. 755,3 Man. + 0,75 
Tz 18,22 Bar. 757,3 Thb. — 2,2 
Vol. 161,3 bei 17,95 u. 755,3 146,88 
Vol. 161,3 bei 18,22 u. 758,05 147,24 


Vol. 161,3 bei 17,95 u. 758,25 147,47 


O-Bilanz. 
Vorher 30,52 Analyse 
Nachher 29,96 CO, = 0,28% 
+0,56 O = 20,32 


N = 79,40 
100,00% 
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Fl. 28,95 bei 108,52 26,711 
N 211 O nach Geppert 20,34% 


24,60 1 kein brennb. Gas 
0,56 f 7,92 
Total O 2,161 "ai 7,90% 
N- Bilanz. 
Vorher 117,10 gef. N 0,96 
Nachher 116,14 ber. N 2,11 
0,96 Diff.: —1,15 1. 


Dieser Versuch erscheint völlig unverständlich. Die 
analytischen Werte zeigen eine so glänzende Übereinstimmung, daß 
in ihnen ein Fehler nicht zu vermuten ist. Aus diesem Grunde muß 
der Versuch auch mit angeführt werden. Trotzdem ist in dem 
Versuch zweifellos ein grober Fehler enthalten. Denn daß ein 
kleiner Hund in 8 Stunden über einen Liter Stickstoff absorbieren 
sollte, wird selbst ein Anhänger der Beteiligung des elementaren 
Stickstoffes an den Stoffwechselvorgängen nicht annehmen 
wollen. Es ist aber ganz lehrreich, zu sehen, wie sich in schein- 
bar tadellose Versuche so ungeheure Fehler einschlei- 
chen können. Die Sache wird um so rätselhafter, als auch die 
wahrscheinliche Ursache des Fehlers nicht aufzufinden ist. Ein 
Fehler in der Ablesung der Grundwerte erscheint ausgeschlossen, 
da die beiden Berechnungen des Endvolums leidlich gut über- 
einstimmen, und andererseits die Verschiebungen ganz ent- 
sprechend einem Sommertage und dem kurzen Versuch zu gering 
sind, um an eine falsche Ablesung der Anfangswerte denken 
zu können. 

Die naheliegendste Fehlerquelle wäre eine falsche Analyse 
des O insofern, als bei der Probeentnahme sich eine Luftblase 
eingeschlichen haben könnte. Leider läßt sich dies nicht mehr 
beurteilen. Zufällig fällt nämlich gerade in diese Zeit der Beginn 
einer neuen Bombe. Die bis dahin benutzte enthielt einen sehr 
guten O mit ca. 11/,% Stickstoff, die am 23. und später an- 
gewendete dagegen einen mit 7—8%, der also der oben an- 
gegebenen Analyse entspricht. Leider läßt es sich nicht mehr 
feststellen, wann der Wechsel der Bombe stattgefunden hat, ob 
also der Versuch vom 19. noch mit der alten oder mit der neuen 
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Bombe durchgeführt worden ist. Wüßten wir, daß die O-Analyse 
den vorhergehenden und folgenden widerspricht, so hätten wir 
ein Recht, den Versuch, wie so viele andere, als mit einem sicht- 
baren Fehler behaftet auszuschalten. Durch diesen Zufall, 
daß die folgenden Versuche einen dem durch die Analyse ge- 
fundenen tatsächlich ähnlichen O-Wert ergeben, haben wir kein 
Recht, diesen Versuch als sicher fehlerhaft einfach zu verwerfen. 
Eine andere Fehlermöglichkeit wäre eine vorübergehende Un- 
dichtigkeit des Apparates an der Quecksilberdichtung der Pumpe, 
durch die etwas N weggegangen wäre, eine Annahme, die sich 
natürlich erst recht nicht widerlegen oder stützen läßt. Der 
ganze Versuch ist recht lehrreich für die sehr großen Schwierig- 
keiten, mit denen solche Untersuchungen zu kämpfen haben, 
und die heimtückischen Fehler, die sich .einschleichen können. 

Diese Arbeit wurde im Tierphysiologischen Institut der 
landwirtschaftlichen Hochschule in Berlin während der Jahre 
1903—1905 ausgeführt. Herr Prof. Zuntz hatte die Freundlich- 
keit, mir den Apparat, dessen Hauptteile bereits vorhanden 
waren, zur Verfügung zu stellen; ich habe ihn dann zusammen- 
gebaut und in vielen Punkten modifiziert. Herr Prof. Zuntz 
förderte diese Arbeit unermüdlich durch Anregung in jeder Art 
und tätige Unterstützung. Es ist mir eine Freude, ihm meinen 
wärmsten Dank dafür auszusprechen. 


Zur Kenntnis der Fermente und Antifermente. 
5. Mitteilung!). 
Von 
Martin Jacoby. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 
(Eingegangen am 10. Mai 1907.) 


Eine der Hauptaufgaben, die ich mir in den früheren Mit- 
teilungen gestellt und noch nicht gelöst hatte, war es, aufzuklären, 
wie die Aufhebung der Wirkung der an Fibrinflocken fixierten 
Fermente durch Serum zustande kommt. Längere Zeit bemühte 
ich mich festzustellen, ob die Antifermente durch die Ferment- 
flocken fixiert würden. Diese Versuche führten zu keinem posi- 
tiven Resultat. Besonders habe ich dann untersucht, ob die 
Fibrinflocken als solche Antiferment des Serums aufnehmen 
und wieder abgeben können. Auch diese Versuche fielen negativ 
aus. Die Flocken nehmen die Fermente, aber nicht die Anti- 
fermente auf, wie z. B. folgender Versuch lehrt: 

Versuch. Hammelfibrinflocken werden für eine halbe Stunde 
in 50 ccm Pferdeserum gebracht, dann gründlich mit Wasser 
ausgewaschen. Je eine Flocke wird dann in ein Gemisch von 
je 5 ccm vorgekühlter Milch, 0—0,1—0,2—1,0 Lab (1 ccm=0,1 mg) 
gebracht, überall die gleiche Verdünnung. Die Proben kommen 
wie immer über Nacht in den Eisschrank. Im Brutschrank 
werden alle Labproben sofort gelabt, die Probe ohne Lab bleibt 
unverändert. 

Nach diesen Vorversuchen war es klar, daß die Wirkung 
des Serums auf die Fermentflocken mit einer Ablösung des Fer- 
ments von den Flocken zusammenhängen muß. Es galt nach- 


1) Die früheren Mitteilungen s. diese Zeitschr. 1, 53; 2, 144; 2, 247; 4, 21. 
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zuweisen, ob diese Lösung, die in geringem Umfange auch bei 
gut ausgewaschenen Flocken durch Wasser oder Kochsalzlösung 
statthat, ein wesentlicher Anteil der Serumwirkung ist. Diese 
experimentelle Forderung war natürlich nicht etwa dadurch zu 
umgehen, daß man eine Abnahme der Wirksamkeit des Serums 
nach Berührung mit den Fermentflocken feststellte. Denn einmal 
wäre dann immer der berechtigte Einwand möglich, daß viel- 
leicht doch kleine Mengen Antiferment an die Flocken heran- 
treten, außerdem war überhaupt nur eine geringe Abnahme der 
Wirksamkeit des Serums zu erwarten. So kam ich auf den Aus- 
weg, das Ferment als solches in der Lösung nachzuweisen, indem 
ich es nach der von mir in der ersten Mitteilung beschriebenen 
Methode durch Säureeinwirkung wieder manifest machte. Diese 
Versuche gaben glatte Resultate. Gut mit Wasser ausgewaschene 
Flocken geben deutlich an Pferdeserum Ferment ab, das im 
Serum nach Salzsäureeinwirkung mit Sicherheit nachgewiesen 
werden kann. 

Versuch. Hammelfibrinflocken kommen für !/, Stunde in 
50 ccm einer Lablösung (1 ccm = 0,1 mg). Dann wird gründlich 
ausgewaschen. Dann werden die Flocken in dialysiertes Pferde- 
serum von neutraler Reaktion gebracht, Verdünnung des Serums 
1/0. Je eine Flocke kommt in 2 ccm. Nach einigen Minuten 
werden die Flocken von der Flüssigkeit getrennt und nun zu 
drei Flüssigkeitsproben je 0,5 ccm N/, „Salzsäure, zu drei Proben 
0,5 ccm Wasser getan, überall Milch zugefügt. Dann alles in den 
Eisschrank, am nächsten Tag Brutschrank: 


die drei Säureproben sofort Labung, 
die drei Kontrollproben überhaupt keine Labung. 


Es war nun zu prüfen, ob diese Ablösung des Ferments von 
der Flocke eine Funktion des Antiferments ist oder anders be- 
dingt ist. Dabei stellte sich heraus, daß dieser Vorgang mit 
Sicherheit viel komplizierter ist, als man zunächst annehmen 
mußte. Ich fand nämlich, daß auch erhitztes, dialysiertes 
Serum noch die Fähigkeit hat, das Ferment von der Flocke zu 
lösen. Daß außerdem das native, sehr alkalische Pferdeserum 
auch durch seine Alkaleszenz den Prozeß begünstigen kann, 
sei nebenbei erwähnt. 

Versuch. Fermentflocken wie im vorigen Versuch. 
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Ein Teil des dialysierten, neutralen !/ ,„Serums wird auf- 
gekocht. Je eine Flocke kommt in Proben unerhitzten und 
erhitzten Serums (2ccm). Nach Entfernung der Flocken zu je 
drei der unerhitzten und erhitzten Serumproben 0,3 ccm Di, HO 
resp. 0,3 ccm Wasser. Dann Versuch wie immer. 

Im Brutschrank laben die erhitzten Proben mit und ohne 
Säure sofort, die. unerhitzten mit Säure ebenfalls, die unerhitzten 
ohne Säure bleiben unverändert. 

Es können also entweder Stoffe, die nichts mit dem Anti- 
ferment direkt zu tun haben, fermententziehend wirken, oder 
zum mindesten ist die entziehende Funktion nicht an dasselbe 
physikalisch-chemische Verhalten des Antiferments, nicht an 
dieselbe Konstitution im weitesten Sinne des Wortes gebunden 
wie die hemmende Wirkung des Antiferments. 


Mit der Aufklärung des Modus, in dem die „Entgiftung“ 
der Fermentflocken erfolgt, ist zwar keineswegs das Programm 
der Fragen erledigt, deren experimentelle Prüfung ich in Angriff 
genommen habe. Immerhin scheint es mir an der Zeit, einige 
Punkte nunmehr im Zusammenhang zu besprechen. 


I. Die Spezifität der Ferment- und Zellwirkungen. 


Schon in meiner ersten Mitteilung, aber auch bereits vorher 
in meinem Lehrbuch!) habe ich darauf hingewiesen, daß die 
Diskussion der Behauptung Pawlows von der Identität des 
Labs und des Pepsins eine weit über die Spezifität der proteoly- 
tischen Fermente hinausgehende, prinzipiell biologische Be- 
deutung hat. Ist es erst mal diskutabel geworden, daß zwei 
anscheinend wohl charakterisierte Wirkungen vielleicht nur da- 
durch ein anderes Bild zeigen, daß ein und dasselbe Ferment- 
molekül in beiden Fällen in verschiedenem Milieu seine Wirksam- 
keit entfaltet, so ist es nur eine konsequente Fortsetzung des 
Gedankenganges, überhaupt die Existenz besonders charakteri- 
sierter Fermente zu diskutieren. Ich meine, wo fängt das an, 
was wir Ferment nennen sollen. Wenn alle möglichen Bestand- 
teile des Milieu als von entscheidender Bedeutung für das Zu- 
standekommen der Fermentwirkung sich herausstellen, so wird 


1) Immunität und Disposition. Wiesbaden. 
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es etwas willkürlich, den übrig bleibenden Rest, der von Unter- 
suchung zu Untersuchung sich noch dazu verkleinern kann, als 
Ferment bezeichnen zu wollen. Einen Sinn hat das nur unter 
der Voraussetzung, daß wesentliche Eigenschaften, wie Spezifität 
und spezifische Beeinflußbarkeit durch Antikörper, welche die 
Katalysatoren der Organismen von ihren Verwandten der übrigen 
Welt unterscheiden, an diese eigentlichen Fermente geknüpft sind. 

In bezug auf die Antikörper werden wir grade bei den Fer- 
menten besonders vorsichtig sein müssen. Wo ist die strenge 
Grenze zwischen Antifermenten im engsten Sinne, Paralysatoren 
und gewöhnlichen, durch das Milieu bedingten Hemmungs- 
stoffen? Ich will hier nicht alles breit erörtern, was sich für eine 
skeptische Auffassung anführen ließe. Nur einige Punkte: Die 
Wirkung von Bredigs Paralysatoren, die nur so lange wirksam 
sind, wie sie mit dem Ferment in Reaktion stehen, die sich aber 
jederzeit von dem Ferment trennen lassen, wodurch das Ferment 
wieder aktiv wird, steht heute nicht mehr im schroffen Gegen- 
satz zu der eigentlichen Antifermentwirkung, da wir die Fermente 
auch ohne weiteres wieder nach ihrer Reaktion mit den Anti- 
fermenten zu neuer Wirksamkeit erwecken können. Ferner, die 
Erfahrungen über die Löslichkeit der Fermente in Medien von 
bestimmter Reaktion, ihr Verhalten gegenüber Antiferment- 
lösungen nach ihrer Fixierung an Fibrinflocken, sodann die dieser 
Tage erschienenen Untersuchungen von Michaelis und Rona!) 
über die leichte Änderung der Löslichkeit der Fermente durch 
ihr Zusammenbringen mit gewissen Substanzen (Mastix, Lecithin) 
legen es sehr nahe, daß das Milieu einen entscheidenden Einfluß 
auf die Antikörperwirkung haben muß, und machen es denkbar, 
daß es sich vielleicht bei der Antikörperwirkung überhaupt nur 
zum Teil um eine Beeinflussung des Milieu handelt. 

Nach dem Erscheinen der Arbeit von Pawlow und Pa- 
rastschuk hielt ich es für besonders notwendig, zu untersuchen, 
ob die spezifischen Antikörper mit Pawlows Standpunkt sich 
vertragen. Damals hielt ich es für möglich, daß vielleicht — 
eine Betrachtung, die berechtigt war, wenn man sich auch von 
gut fundierten Hypothesen in keiner Weise beeinflussen ließ — 
die Antikörper auf Substanzen im Milieu spezifisch einwirken, 


1) Diese Zeitschr. A 11. 
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d. h. also auf Stoffe, die nicht direkt mit wirksamen Ferment- 
molekülen chemisch verbunden sind. Ich habe diese Ansicht 
damals nicht ausführlich besprochen, weil die Frage noch ex- 
perimentell prüfbar war. In der Tat ist es mir ja auch gelüngen, 
die Schwierigkeiten, die von seiten der Antikörper vorhanden 
waren, zu vermindern. Eine sichere Antikörperspezifität, die 
Lab vom Pepsin trennt, besteht nicht. 

Sinngemäß und vorsichtig muß das über die Fermente 
Gesagte auf die übrigen wirksamen Bestandteile des Protoplasmas, 
wie Lysine, Toxine, Antitoxine usw., übertragen werden. Der 
vollkommen in der Luft schwebende Streit über die Abgrenzung 
dieser Substanzen von den Fermenten kommt hier gar nicht in 
Frage. Es steht, wie ich von Anfang betont habe, und wie durch 
neuere Versuche (z. B. Ferrata!)) noch sicherer geworden ist, 
außer allem Zweifel, daß auch das Zustandekommen und die 
Intensität der Wirkungen dieser Substanzen vom Milieu abhängig 
ist. Daher braucht die nicht bezweifelte, teilweise Spezifität der 
Wirkungen durchaus nicht auf einer entsprechenden Spezifität 
einheitlicher Moleküle beruhen. Wir gelangen damit zu einer 
Auffassung, die, wenn sie berechtigt ist, unter Umständen die 
Chance auf eine verhältnismäßig nahe gerückte Analyse der 
Zellbiologie verringert, dafür aber nach anderen Richtungen die 
Hoffnung auf eine relativ leichtere Analysierbarkeit des Proto- 
plasmas erhöht, indem sie neben den Bemühungen um die che- 
mische Aufklärung der schwer faßbaren Ferment- und Toxin- 
moleküle die Aufmerksamkeit auf die Wichtigkeit der gesamten, 
leichter analysierbaren chemischen und physikalischen Konsti- 
tution des Protoplasmas lenkt. 

Es fragt sich nun, inwiefern die Ausschaltung und Einschal- 
tung des geeigneten Milieu imstande ist, mit dazu beizutragen, 
eine geordnete Zellleistung durch Regulation der Zellwirkungen 
zu sichern. Bekanntlich haben vor einigen Jahren in Anlehnung 
an Betrachtungen von Pfeffer und Wroblewski Hofmeister?) 
und ich®) darauf hingewiesen, daß der kolloide Bau des Proto- 
plasmas eine räumliche Trennung der Fermente in der Zelle 


1) Berliner klin. Wochenschr. 1907. 
2) Chemische Organisation der Zelle. Braunschweig, 1901. 
3) Ergebnisse der Physiologie 1, 1902. 
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und damit eine zeitliche Trennung der Fermentwirkungen ermög- 
licht. Diese Anschauung ist auch heute wohl kaum ganz von 
der Hand zu weisen. Aber es ist zu betonen, daß auch in der 
Blutflüssigkeit und in den Verdauungssekreten sich neben- 
einander zahlreiche Fermente und andere wirksame Bubstenzen 
finden, deren physiologische Bedeutung zum Teil sicher steht 
und deren promptes Funktionieren unbedingt notwendig ist und 
dauernd in Frage kommt. Daß es sich nicht um gelöste Kristal- 
loide, sondern um Kolloide handelt, genügt nicht, um die Körper- 
flüssigkeiten ähnlich wie das Protoplasma der Zellen aufzufassen. 
Eine andere Möglichkeit, die ich selbst schon vor Jahren erwähnt 
habe, ist in der neueren Zeit, im Anschluß an zahlreiche Befunde 
erörtert worden, nämlich das zeitweise Verharren der Fermente 
im Zymogenzustend und ihr nur vorübergehender Übergang in 
den aktiven Zustand. Mir scheint in dieser Auffassung nach dem 
Stand unserer experimentell erworbenen Kenntnisse viel Berech- 
tigtes zu liegen. Diese Anschauung führt nun notwendig wieder 
hin zur Würdigung der Bedeutung des Milieu für die Wirkung der 
Enzyme und der ihnen verwandten Wirkungsfaktoren. Es ist 
daher auch noch unzeitgemäß, sich allzuviel damit zu beschäf- 
tigen, ob eine in einem Zellkomplex festgestellte Fermentwirkung 
auch bei der Leistung des Organismus in Tätigkeit tritt, und es 
ist verkehrt, behaupten zu wollen, ein Ferment wirke nicht, 
weil sein Wirkungsoptimum bei einer Reaktion liegt, die nicht 
der in den Zellen angenommenen entspricht. Bevor wir über 
umfassende Milieustudien verfügen, sind diese Beziehungen noch 
zu unbekannt, um uns ein Urteil zu erlauben. 

Wenn wir also sehr vorsichtig sein müssen, spezifische Fer- 
mentwirkungen auf spezifische Fermente zurückzuführen, so 
hindert das nicht, die ohne Zweifel vorhandenen spezifischen 
Fermentwirkungen anzuerkennen und immer schärfer zu analy- 
sieren. In dieser Beziehung möchte ich darauf hinweisen, daß 
die von mir aufgefundene hohe Spezifität der proteolytischen 
Organfermentwirkung genuinem Organeiweiß gegenüber, ebenso 
die Nichtepezifität gegenüber den Spaltungsprodukten durch die 
Untersuchungen der letzten Jahre von Neuberg, Blumen- 
thal, Baer, Mosse, Abderhalden und seinen Mitarbeitern 
ihre volle Bestätigung gefunden haben. Von besonderer Bedeutung 
ist die Entdeckung von Fischer und Abderhalden, daß von 
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einer größeren Zahl synthetischer Polypeptide nur die in der 
Natar vorkommenden Kombinationen gespalten wurden. 

Nebenbei sei wieder einmal in neuer Beleuchtung darauf 
hingewiesen, daß die Berücksichtigung des Fermentmilieus es 
wieder unwahrscheinlicher erscheinen läßt, die Fermentkonsti- 
tution — wenn überhaupt besonders komplizierte Moleküle für 
die Enzymwirkung notwendig sind — bald aufzuklären. Wenn 
wir sehen, daß die Löslichkeit des Zuckers!), aber ebenso die 
Löslichkeit der Fermente durch Lecithinzusatz durchgreifend 
geändert wird, so wird alles das, was dem Ferment anhaftet, in 
chemischer oder physikalischer Beziehung ihm vergesellschaftet 
ist, seine Isolierung mehr oder weniger beeinflussen und Eigen- 
schaften als ihm angehörig vortäuschen, die in Wahrheit nur 
durch die Begleitstoffe bedingt sind. So halte ich es z. B. noch 
durchaus nicht für ausgemacht, daß man nicht zu Pepein- resp. 
Trypsinpräparaten gelangen kann, deren Löslichkeit in Säuren 
resp. Basen gegen das Verhalten der bisher untersuchten Prä- 
parate geändert ist. 


II. Über die antifermentative Wirkung des Serums gegenüber fixierten 
Fermenten mit Berücksichtigung der Antitoxinwirkung. 


Nunmehr einige Betrachtungen zur Erläuterung der Ver- 
suche über die Antikörperwirkung auf die an Flocken fixierten 
Fermente. Der physiologische Sinn dieser Versuche liegt in fol- 
gendem: Wir können die Fermente insofern als Beispiele von 
Toxinen auffassen, als sie in bezug auf ihre Reaktion auf fremde 
Organismen, Antikörperbildung und Reaktion mit den Anti- 
körpern sich ähnlich den Toxinen verhalten. Wenn wir nun das 
Wesen der Antikörperwirkung studieren wollen, so hat es für 
uns Interesse, zweierlei kennen zu lernen. Erstens die Wirkung 
auf das im Serum kreisende Toxin, das durch die Antikörper 
von den Organen zurückgehalten wird, sodann aber in der Haupt- 
sache die Einwirkung des Antikörpers auf die an die Organe 
fixierten Toxine. Dieser zweite Fall ist ja eigentlich der, welcher 
praktisch der bedeutsamere ist. Denn beim kranken Individuum 
spielt freies, in der Blutbahn kreisendes Toxin nur eine unwesent- 
liche Rolle, ist auch leicht zu bekämpfen, während entscheidend 


1) Paul Mayer, Diese Zeitschr. 1, 81, 1906. 
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ist, ob es gelingt, die Zellen vor dem in den Organen fixierten 
und wirkenden Toxin zu schützen. Ein idealer Weg für die 
Prüfung dieser Frage ist mir bisher nicht bekannt. An das Problem 
heranzukommen, schien mir auf zwei Wegen möglich. Entweder 
konnte man die Wirkungen von Antikörpern auf die Fermente 
der Organe oder die gleiche Einwirkung auf Fermente studieren, 
die an Fibrinflocken fixiert sind. Der erste Weg, den zu anderen 
Zwecken Baer schon gelegentlich eingeschlagen hat, ist für meinen 
Zweck ‚weniger geeignet, da es nicht sicher und auch nicht wahr- 
scheinlich ist, daß die in die Organe gelangenden Toxine so in 
ihnen fixiert sind wie die Organfermente. Die Flockenmethode 
schien mir mehr den physiologischen Bedingungen zu entsprechen. 
Namentlich aber ist ein viel einwandsfreieres und bequemeres 
Arbeiten gewährleistet. Diese Untersuchungen haben bisher 
folgendes ergeben: 

1. Eine Entgiftung der fixierten Toxine durch Serum ist 
möglich. 

2. Damit sie vollständig ist, muß das Serum in einer be- 
stimmten Konzentration vorhanden sein resp. eine bestimmte 
Anzahl Serumteile müssen mit dem fixierten Toxin in Berührung 
gebracht werden. 

3. Die Entgiftung des fixierten Toxins durch das Serum ist 
nicht identisch mit der Ablösung des Toxins, erfolgt vielmehr 
durch andere von dem Serum ausgeübte Einflüsse. 

Ich glaube, daß derartige Versuche, die man — wenn die 
äußeren Mittel zur Verfügung stehen — leicht auf die eigent- 
lichen Toxine und ihre Wirkungen im Organismus übertragen 
kann, geeignet sind, zur Analyse und zum Ausbau der speziell- 
therapeutischen Wirkung der Heilsera beizutragen. Meine bis- 
herigen Versuche beziehen sich ja ausschließlich auf das normale, 
antifermentative Pferdeserum. Man darf nicht vergessen, daß 
die beiden Funktionen der Heilsera: — Entgiftung des Toxins im 
Reagensglas und Schutz- und Heilwirkung im Organismus — 
zunächst gleichwertig als selbständig beobachtete Phänomene 
nebeneinander stehen. Es ist keineswegs empirisch ausgemacht, 
daß das zweite Phänomen sich ohne weiteres durch das erste 
erklären läßt. Es gibt Beobachtungen, die diesem Zusammen- 
hang widersprechen. Ich halte es für wünschenswert, auf dem 
in diesen Studien eingeschlagenen Wege weiterhin die Wirkung 
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der Heilsera auf fixierte Toxine zu studieren. Daneben wird man 
versuchen müssen, der früher von mir formulierten Fragestellung, 
ob vielleicht vergiftetes Gewebe eine veränderte Affinität zum 
Antikörper erlangt hat, experimentell näher zu treten. 


IH. Über die biologische Konstitution der Fermente. 


Die Frage der biologischen Konstitution der Fermente habe 
ich an anderer Stelle auf Grund des damals vorliegenden Materials 
schon einmal ausführlich besprochen. Seitdem habe ich mich 
vielfach bemüht, das Problem experimentell zu prüfen. Daß die 
Lehre von den Toxinen aus diesen Studien über die Fermente 
Nutzen ziehen wird, ist zweifellos. 

Um nicht schon Gesagtes in anderer Form noch einmal 
darlegen zu müssen, gebe ich hier den betreffenden Passus 
meines Buches wieder: 

„Es wäre nun der Versuch zu machen, Klarheit darüber zu 
gewinnen, inwiefern die Enzyme, die ja sicherlich Eigenschaften 
der Substanzen der Toxingruppen haben, sich als toxinartige 
Körper auffassen lassen. Vielleicht erscheint die Einordnung 
der Fermente in die Klasse der Toxine auf den ersten Anblick 
ziemlich einfach und ist es auch, wenn man zunächst ganz die 
eigentliche Fermentwirkung vernachlässigt. Man könnte sagen, 
ein Enzym hat zwei Arten von Gruppen, haptophore und zymo- 
phore, die den toxophoren entsprechen würden. Bei der Immuni- 
sierung wird die haptophore an eine Zellsubstanz, die Ehrlich 
Rezeptor nennt, gebunden, die dann als Antiferment im Serum 
erscheint. Abgesehen von den Komplikationen, die in dieses 
einfache Schema durch die Existenz der Zymogene und der 
Kinasen kommen, erwachsen ihm aber die gewichtigsten Be- 
denken, wenn man versucht, die spezifische Funktion des Fer- 
ments für die Theorie zu verwerten. 

Am einfachsten ist eg noch, wenn es sich um die Einwirkung 
von Fermenten auf sehr komplizierte Moleküle handelt, also 
um die Verdauungs- und Labfermente. Für unsere augenblicklich 
zu erörternde Frage müssen wir ganz vernachlässigen, daß nach 
Pawlow beide Fermentwirkungen, die Verdauungswirkung und 
die Labwirkung, die Funktion desselben Enzyms sein sollen, 
welches nur beim Wechsel des Milieus entweder die eine oder die 
andere Wirkung entfaltet. Besteht Pawlows Ansicht zu Recht, 


480 Martin Jacoby: 


so bedürfen alle Betrachtungen über die Spezifität von Fermenten 
und Toxinen einer Revision. Denn man hat diese Spezifität ja 
oft daraus erschlossen, daß man spezifische Antikörper rach- 
weisen konnte. Im Rahmen der Pawlowschen Vorstellangsweise 
aber müßte man folgern, daß die Antikörper nur das Milieu, 
aber nicht das einheitliche Enzym beeinflussen. Also von dieser 
Komplikation wollen wir hier absehen und an die Tatsache an- 
knüpfen, daß Morgenroth und Briot zwei spezifische Anti- 
labfermente gewinnen konnte, je nachdem, ob sie Tiere mit 
tierischem oder pflanzlichem Lab vorbehandelten. Beide Lab- 
fermente haben die Eigenschaft, das Casein auszufällen, und jedes 
spezifische Antilab hindert sein Lab an dieser Funktion. Wer 
sich nun die Beziehung zwischen Ferment und dem von ihm be- 
einflußten Substrat so denkt, wie zwischen Toxin und dem Sub- 
strat seiner Wirkung, müßte im Casein eine haptophore Gruppe 
für das Labferment annehmen und dann weiter schließen, daß 
das Antilab diesem Labrezeptor entepricht. Bei einem so kompli- 
zierten Körper wie das Casein macht diese Annahme keine Schwie- 
rigkeiten, auch nicht die notwendige weitere Annahme, daß es 
dann im Casein mehrere derartige Rezeptoren geben muß, da es 
mehrere Labenzyme mit spezifischen Antifermenten gibt. : Nun 
aber wirken die Fermente auch auf einfache Substanzen wie 
Kohlehydrate, bei denen es vielleicht nach den Untersuchungen 
von Ascoli und Bonfanti auch spezifische Antikörper gibt, 
sie wirken auf Arginin, auf Harnstoff. Man hat auch bereits 
Antiureasen (Moll) beobachtet, und es ist nicht ausgeschlossen, 
daß man spezifische auffinden kann. Im Harnstoff ist es aber 
natürlich unmöglich, in einfacher Weise mehrere Rezeptoren 
anzunehmen. Ich habe mit Absicht den Faden so weit gesponnen, 
um zu zeigen, daß man nicht berechtigt ist, die Ehrlichsche 
Theorie in zu naiver Weise ganz grob aufzufassen, vielmehr 
immer ihrer eigentlichen chemischen Grundlage im Sinne ihres 
Schöpfers sich bewußt bleiben muß. 

Vielleicht ist folgende Überlegung berechtigt. Wenn man 
auch mit Emil Fischer sich durchaus darüber klar ist, daß es 
für den Organismus eine sehr zweckmäßige Einrichtung bedeutet, 
daß hier die katalytischen Reaktionen nicht durch einfache, 
anorganische Katalysatoren ausgelöst werden, vielmehr durch 
spezifische Enzyme, so kann man doch annehmen, daß die kata- 
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lytisch wirksame Gruppe, welche zum Beispiel in einem Invertin 
den Zucker spaltet, ebenso ein H-Atom ist, wie in einer Säure, 
welche als Katalysator funktioniert. Nun wird neuerdings viel- 
fach von den Fermentforschern diskutiert, ob bei der Enzym- 
wirkung Zwischenreaktionen anzunehmen sind, bei denen es zu 
einer vorübergehenden Bindung zwischen Enzym und Substrat 
kommt, die gleiche Frage ist bei den Katalysatoren auf der 
Tagesordnung. Wie dem aber auch sei, wir sind berechtigt an- 
zunehmen, daß in den so kompliziert gebauten spezifischen 
Enzymen doch die eigentliche katalytische Wirkung davon ab- 
hängig ist, daß die zymophore Gruppe des eigentlichen Ferments, 
also die Gruppe, die der zymophoren der Komplemente ent- 
spricht, wirken kann. Die Wirksamkeit dieser Gruppe kann nun 
natürlich in mannigfaltigster Weise davon abhängig sein, wie die 
außerdem im Molekül vorhandenen haptophoren Gruppen besetzt 
sind. Darüber wäre es verfrüht zu spekulieren; klar muß man 
sich nur darüber sein, daß es kein Widerspruch ist, in einem 
Enzymkomplex haptophore Gruppen anzunehmen und die Ent- 
stehung und Wirkung von Antifermenten auf sie zurückzuführen, 
und dennoch das Substrat der Enzymwirkung nicht notwendiger- 
weise mit dem Enzym durch eine haptophore Gruppe in Be- 
ziehung treten zu lassen.“ 

Experimentell habe ich nun gezeigt, daß die Ablösung des 
proteolytischen Labferments und des Pepsins durch Soda be- 
günstigt wird, die Antikörperwirkung aber durch Säure gehemmt 
wird. Fibrin ist ein Substrat, das der Verdauungswirkung in 
exquisiter Weise zugänglich ist. Die Bindung des Ferments 
an das Substrat wird durch Alkalien gelöst, die Hem- 
mung der Reaktion zwischen Ferment und Antikörper 
erfolgt durch Säuren. Oben habe ich schon ausgeführt, daß 
überhaupt nicht derselbe Vorgang für die Lösung des Ferments 
von der Flocke durch das Serum und für die Antikörperwirkung 
des Serums verantwortlich gemacht werden kann. 

Diese Versuche zeigen nur einen Weg, der zu klärenden 
Frage näher zu kommen. Als bewiesen sehe ich es auch jetzt 
noch nicht an, daß besondere Gruppen oder eine besondere Kon- 
stitution für die Antikörperresktion und für die Bindung an das 
Substrat im Ferment angenommen werden müssen. Nur behaupte 
ich, daß die Fixierung des Ferments an das Fibrin nicht ein 
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analoger Prozeß mit der Antikörperreaktion sein kann. Ob dieser 
Prozeß den anderen mit umfaßt, ist zurzeit nicht diskutabel. 

Auch soll hier nicht diskutiert werden, welcher Natur die 
Reaktion zwischen Toxin und Antitoxin ist. Bisher haben sich 
noch immer diejenigen Autoren, die sich über die biologischen 
und chemisch-physikalischen Schwierigkeiten bei dieser Art der 
Fragestellung hinreichend klar waren, über diese keineswegs 
akute Frage ebenso wie Ehrlich sehr zurückhaltend ausgesprochen. 
Ich verweise auf Fulds!) interessanten Vortrag, aus dem hervor- 
geht, daß die Resultate wesentlich durch die Art der Versuchs- 
anordnung beeinflußt werden. 


Sehluß. 


Endlich seien die bisherigen Ergebnisse und Schlußfolge- 
rungen dieser Studien über Fermente und Antifermente noch 
einmal kurz zusammengefaßt: 

1. Bisher liegen nicht entscheidende Beweise dafür vor, daB 
die Lab- und Pepsinwirkung durch zwei Enzymmoleküle hervor- 
gerufen werden. Es steht der Möglichkeit nichts im Wege, daß 
es sich nur um verschiedene Wirkungen eines Enzymmoleküls 
handelt, deren Spezifität nur durch das Milieu bedingt ist. 

Versuche über die Diffusion der Fermente, über Antikörper- 
reaktion gaben einer dualistischen Auffassung keine Stütze. 
Aber selbst wenn mehrere Enzyme anzunehmen sind, als ent- 
scheidend muß in Zukunft stets bei jeder Enzymwirkung und 
verwandten Wirkungen das gesamte Milieu studiert werden. 
Dabei ist nicht ausgeschlossen, daß in manchen Fällen schließlich 
jeder Anhalt schwindet, daß aus der Summe der wirksamen 
Substanzen eine bestimmte verdient, als Enzym besonders aus- 
gezeichnet zu werden. 

2. Bei Fermentstudien, die das Milieu nicht vernachlässigen 
wollen, ist es notwendig, quantitative Wirkungen durch Bestim- 
mung der geringsten wirksamen Dosis eines Sekrets oder Ferment- 
präparates festzustellen. Als eine in dieser Beziehung sehr ge- 
eignete Pepsin- und Trypsinmethode erweist sich meine Ricin- 
aufhellungsmethode. 
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3. Die Antifermentwirkung wird durch ganz bestimmte 
Säurekonzentrationen aufgehoben, so daß man jederzeit die 
Fermentwirkung wieder zur Geltung bringen kann. 

4. Fixiert man Fermente an Fibrinflocken, so kann man die 
Wirkung der mit Ferment beladenen Flocken durch Serum auf- 
heben. Dabei ist die absolute Menge des unverdünnten Serums 
hauptsächlich maßgebend, in SES Linie erst seine Konzen- 
tration. 

5. Die durch das Serum erfolgende Ablösung der fixierten 
Fermente ist keinesfalls ausschließlich eine Funktion der Anti- 
fermente. Vielmehr sind im Serum wahrscheinlich dialysable, 
sicher auch schwer dialysable kochbeständige Substanzen, welche 
imstande sind, Ferment den Flocken zu entreißen. Mit Hilfe 
der Säuretrennung gelingt es, das in Zirkulation gebrachte Fer- 
ment vom Antiferment loszulösen und so nachzuweisen. Da die 
Fermente in die Gruppe der Toxine gehören, wäre hier eine 
therapeutische Funktion des Serums nachgewiesen, die außer 
den eigentlichen Antikörpern gerade den fixierten Toxinen 
gegenüber zur Geltung kommen kann. 

6. Lab und Pepsin werden durch Alkalien vom Fibrin 
getrennt, während die Lab-Antilabverbindung durch Säure ge- 
trennt wird. Die früher ausgesprochene Annahme, daß bei den 
Fermenten die Bindung an das Substrat der Wirkung nicht 
identisch ist mit der Antifermentbindung, erhält damit eine 
experimentelle Stütze. 

7. Lab und Pepsin sind alkalilöslich, Trypsin säurelöslich, 
während Pepsin bei. saurer, Trypsin bei alkalischer Reaktion 
wirkt. Es ist möglich und in Übereinstimmung mit mehrfach 
geäußerten theoretischen Anschauungen über das physikalisch- 
chemische Verhalten der Fermente wie auch mit Analogien aus 
der anorganischen Chemie, daß der ungelöste Zustand der Enzyme 
ein entscheidendes Moment ihrer Wirkung ist. Diese Frage bedarf 
noch weiterer Untersuchung. 


Die Gefrierpunktserniedrigung des Pankreassaftes. 


Von 


Ludwig Pincussohn. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen 
Institutes der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 13. Mai 1907.) 


Über die Gefrierpunktserniedrigung des Pankreassaftes ist 
Näheres bisher nicht bekannt. Es schien daher interessant, die- 
selbe systematisch zu untersuchen, vor allem auch, ob diese 
Funktion durch verschiedene Nahrung, ebenso durch das Fort- 
schreiten des Verdauungsprozesses alteriert wird. 

Der Pankreassaft wurde von Hunden gewonnen, denen eine 
Pankreasfistel angelegt worden war. Die Tiere waren durchaus 
gesund und in bez. der Sekretion normalem Zustande. Bei Anfang 
eines Versuches waren die Tiere stets nüchtern, was dadurch 
erreicht worden war, daß sie 24 Stunden vorher Nahrung nicht 
erhalten hatten. 

Die kryoskopischen Bestimmungen wurden mit dem von 
Friedenthal modifizierten Beckmannschen Apparat ausge- 
führt, wobei natürlich Rücksicht genommen wurde, die Fehler- 
quellen nicht zu variieren. Die Temperatur der angewandten 
Kältemischung betrug —5 bis —6°, die Unterkühlung erfolgte 
um ca. 0,5°. Angewandt wurde für alle Versuche 6ccm Pankreas- 
saft, der Behälter wurde vor jedem Versuch mit einem kleinen 
Quantum desselben Saftes ausgespült. Vor jeder Serie wurde 
mit destilliertem Wasser der Nullpunkt bestimmt. Zur Impfung 
wurden kleine Eiskristalle aus destilliertem Wasser verwendet. 
Die Untersuchung der verschiedenen Partien erfolgte in den 
meisten Fällen sofort, längstens wenige Minuten später, wobei 
die betreffenden Portionen in Eis aufbewahrt worden waren. 
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Ich teile nun aus einer großen Anzahl von Versuchen die 
folgenden mit. 
Versuch Ia. 
Der nüchterne Hund A erhielt mit der Schlundsonde 200 ccm 
Wasser. Das Sekret wurde stündlich aufgefangen und geprüft. 
Zeit Portion Nr. Gefrierpunktserniedrigung A 


1 Stunde 1 —0,66 

2 u 2 — 0,64 

3 „ 3 —0,64 
Versuch Ib. 


Der nüchterne Hund B erhielt mit der Schlundsonde 200 ccm 
Wasser. 


Zeit Portion Nr. N 
1 Stunde 1 —0,59 
2 € 2 —0,58 
3 ,„ 3 —0,57 
4 ,„ 4 —0,58 


Die auftretenden Schwankungen sind also sehr germge, beson- 
ders wenn man die bei diesen Versuchen unvermeidliehen Fehler, 
die auch bei sorgfältiger Arbeit doch auf ca. 5%, veranschlagt 
werden müssen, berücksichtigt. 

Bei Versuch II wurde durch Eingießung von 300 com einer 
ungefähr "/,, Selzsäurelösung eine außerordentlich starke Sekre- 
tion erzielt, so daß schon in Abständen von 10 Minuten der ge- 
sammelte Saft abgelassen werden konnte. Es zeigte sich auch 
hier das gleiche Bild, wie folgende Tabelle ergibt. 


Versuch II. 
Zeit Portion Nr. N 
10 Minuten l — 0,58 
20 S 2 — 0,60 
30 m 3 —0,61 
40 Se 4 — 0,60 
50 e 5 — 0,59 
60 = 6 — 0,58 
70 5 7 — 0,58 
80 E 8 — 0,58 
90 9 — 0,59 
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Die Gefrierpunkte sind fast gleich und weisen auch keine 
irgend welche Regelmäßigkeit auf. 

Es schien nun von Interesse, die Gefrierpunktsdepression des 
auf verschiedene Nahrungsmittel sezernierten Saftes zu unter- 
suchen. Es wurde Milch, Fleisch und Gemüse geprüft. Nach- 
folgend je ein Beispiel jeder Kategorie. 


Versuch II. 


Der nüchterne Hund erhielt mit der Schlundsonde 200 ccm 
Milch. Es ergaben sich folgende Werte. 


Zeit Portion Nr. N 
'1 Stunde 1 —0,57 
2. 5 2 —0,63 
3. ` 3 —0,62 
4 „ 4 —0,62 

Versuch IV. 


Der Hund bekam 150 g gekochten, ausgepreßten Blumen- 
kohl mit 1,5 g Kochsalz. (Der Blumenkohl wurde von dem Tier 
ohne künstliche Nachhilfe gefressen.) 


Zeit Portion Nr. N 

1 Stunde l — 0,60 

> 5 2 — 0,58 

3 , 3 —0,63 

4 „ 4 — 0,63 
Versuch V. 


Der nüchterne Hund bekam 150 g gehacktes Pferdefleisch. 
Die Resultate waren die folgenden: 


Zeit Portion Nr. A 
1 Stunde 1 — 0,63 
2: tes 2 — 0,62 
3.5 3 —0,62 
4 „ 4 — 0,63 


Es ergibt sich also aus sämtlichen angestellten Versuchen, 
daß die molekulare Konzentration des Pankreassaftes beim Hunde 
fast stets die gleiche ist; er ist scheinbar isotonisch gegen Blut. 
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Die gering auftretenden Schwankungen, die man ja in sehr ähn- 
licher Art beim Magensaft findet, lassen sich zum größten 
Teil ganz zwanglos aus den Fehlerquellen erklären, die der an- 
gewandten Methode auch bei sorgsamster Ausführung und pein- 
licher Beobachtung aller Einzelheiten anhaften. Besonders zu 
bemerken ist, daß, wie aus den Untersuchungen der Molekular- 
Konzentration bei verschiedener Ernährung eindeutig hervorgeht, 
der Gang der Verdauung irgend welchen Einfluß auf die Mole- 
kulardepression des ausgeschiedenen Pankreassaftes nicht ausübt. 


Über die Molkenalbumose. 


Von 


E. Fuld. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universität zu Berlin.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1907.) 


Als Olof Hammarsten(l) durch seine klassischen Unter- 
suchungen die Milchgerinnung mit Lab von derjenigen durch 
die spontane Säuerung scheiden lehrte, äußerte er nicht nur die 
Ansicht, daß die Ursache beider Gerinnungsarten gänzlich ver- 
schieden sei, indem die eine auf der Wirkung eines löslichen 
Ferments beruhe, die andere auf der Säurewirkung der aus dem 
Milchzucker sich bildenden Milchsäure, sondern zeigte auch, daß 
in beiden Fällen ein verschiedenes Produkt ausfalle, im ersten 
Fall ein in charakteristischer Weise umgewandeltes Casein, das 
Paracasein, während im Falle der Säuregerinnung von einer 
derartigen Veränderung nichts festzustellen ist. 

Damit nicht genug, bemühte er sich zu beweisen, daß auch 
die Natur des Prozesses, welcher zur Gerinnung führt, beidemal 
eine grundverschiedene ist. Der Vorgang bei der Säuregerinnung 
ist eine einfache Ausfällung einer unlöslichen Säure aus ihrem 
löslichen Salz; der Labgerinnung aber liegt nach Hammarsten 
eine fermentative Spaltung des Caseinmoleküls zugrunde, bei 
welcher eine geringe Menge einer peptonartigen Substanz, des 
Molkeneiweißes, von dem die Hauptmasse des Moleküls um- 
fassenden Paracasein sich ablöst. Die Natur des Molkeneiweißes 
wurde von einem SchülerHammarstens, Köster(2), zum Gegen- 
stand einer ausführlichen Untersuchung gemacht, deren Haupt- 
aufgabe darin bestand, zu zeigen, daß das Molkeneiweiß kein 
Kunstprodukt ist. Dieser Beweis ist nicht zur vollen Zufriedenheit 
des Meisters ausgefallen, denn bei der Besprechung des haupt- 
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sächlichen Unterscheidungsmerkmals zwischen Casein und Molken- 
eiweiß, dem niedrigeren Stickstoffgehalt des letzteren, macht er 
in einer Fußnote auf die Unsicherheit aufmerksam, welche darin 
liegt, daß bei der längeren Einwirkung von Säuren die Möglich- 
keit nicht auszuschließen sei, daß eine Stickstoffabspaltung statt- 
gefunden habe. 

In diesen wie in anderen Punkten haben Arthus und 
Pages (3) die Hammarstensche Lehre unter veränderter Be- 
nennung aufgenommen; sie sprechen von einer Hemicasein- 
albumose, welche neben dem Casein aus dem Caseinogen her- 
vorgehe. 

Als hauptsächlicher Gegner dieser Lehre Hammarstens 
war indessen Duclaux (4) aufgetreten, dem die Vorstellung viel 
plausibler erschien, daß bei der Labgerinnung ein einfach physi- 
kalischer Vorgang sich abspiele. Die an sich bereits in Partikeln 
von mehr als molekularer Größe vorhandenen kleinsten Elemente 
des Caseins sollten sich durch die Wirkung des Labferments ganz 
ähnlich wie unter derjenigen der Calciumsalze weiter vergrößern, 
so daß schließlich Aggregate von solcher räumlichen Ausdehnung 
resultierten, daß dieselben nicht mehr in Suspension verharren 
könnten und darum ausfielen. Duclaux hat auch versucht, den 
experimentellen Beweis für seine Ansicht zu liefern. Dieser 
Forscher ging dabei nicht, wie die von ihm angegriffenen schwe- 
dischen Gelehrten, von reinen Caseinlösungen aus, wozu für ihn 
allerdings um so weniger Grund vorlag, als nach ihm in der Milch 
außer dem Casein überhaupt kein weiterer Eiweißkörper vorhanden 
ist. Sein Versuch bestand nun darin, daß er ein und dieselbe 
Milch vor und nach dem Eintreten der Labwirkung der Filtration 
durch eine Porzellankerze unterwarf und den Stickstoffgehalt 
der Filtrate verglich. Ein eventuell zu konstatierender Unter- 
schied wäre auf das Molkeneiweiß zu beziehen gewesen. Ein 
solcher Unterschied fand sich in Duclauxs Versuchen tat- 
sächlich nicht. 

Aber nicht sowohl dieser direkte Angriff auf seine Lehre war 
es, welcher Hammarsten veranlaßte, seinen Standpunkt in 
der Frage des Molkeneiweißes zu revidieren, sondern eine Arbeit, 
deren Autor überhaupt nicht Stellung zu dem ganzen Problem 
genommen hat. Unter Berufung auf diese Arbeit, deren Autor 
Hillman (5) ist, und laut welcher die Ausbeute an Paracasein bei 
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der Labgerinnung je nach den Bedingungen erheblichen Schwan- 
kungen unterliegt, bisweilen aber sehr hoch ist und 97% des 
Caseins erreichen kann, erklärt Hammarsten (6), daß er die 
fermentative Spaltung des Caseins in Molkeneiweiß und Para- 
casein nicht mehr für strikt bewiesen ansehe. Ein neuerer Autor 
auf diesem Gebiete, P. Th. Müller, hat bereits darauf hingewiesen, 
daß eigentlich in dem Erscheinen der Hillmannschen Arbeit 
ein rechter Grund für diesen Meinungswechsel nicht zu ersehen sei. 
Auch ich bin der Ansicht, daß derselbe anders begründet 
war. Einmal mag das Gefühl die Oberhand gewonnen haben, 
daß Kösters Beweise für die Präexistenz des Molkeneiweißes 
doch nicht durchschlagend waren, zweitens hatte er selber in 
einer ganz analogen Frage derjenigen über die Fibringerinnung, 
wie er gerade in der eben zitierten Abhandlung erklärte, die 
Spaltungstheorie in Frage gezogen und war einer speziellen 
Ausgestaltung derselben direkt entgegengetreten. 

Weitere Äußerungen zu dieser Frage sind mir nicht bekannt 
geworden. Nur Schaffer(7) ist mit einer neuen Gerinnungstheorie 
hervorgetreten, welche der Kohlensäure eine große Rolle zu- 
schrieb und für eine Spaltung des Caseins nicht recht Platz hatte. 
Diese Theorie Schaffers kann durch die Arbeiten Söldners{8) für 
erledigt gelten. Auch eine Hypothese Briots(9), welcher den zur 
Gerinnung führenden Prozeß in die Molke verlegen wollte, bietet 
zu den schwersten Bedenken Anlaß, denen ich Ausdruck zu geben 
versuchte. Untersuchungen über das Molkeneiweiß gibt schließ- 
lich Courant(10) an, gemacht zu haben. Leider hat dieser Autor 
es unterlassen, über den Ausfall der Experimente zu berichten — 
soweit ich unterrichtet bin, dürfte derselbe negativ gewesen sein. 

Endlich habe ich (11) mich mit Vorbehalt allerdings gegen die 
Spaltungstheorie ausgesprochen, wobei für mich der Reaktions- 
verlauf der Labgerinnung maßgebend war, insofern sich an dem- 
selben ein störender Einfluß der Reaktionsprodukte nicht be- 
merkbar machte, was man bei dem Vorkommen eines löslichen 
Spaltungsproduktes, nämlich eben des Molkeneiweißes, nach 
Analogie mit den anderen fermentativen Spaltungsvorgängen doch 
hätte erwarten dürfen. 

Das Verdienst, die Frage nach dem Molkeneiweiß direkt 
wieder bearbeitet zu haben, kommt P. Th. Müller (12) zu. Seine 
Untersuchungen führten zu einem Ergebnis, welches als volle 
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Bestätigung der Hammarsten - Kösterschen Angaben gelten 
kann. 

Da nun in der Folge noch eine Reihe von Publikationen 
(13 bis 15) auch (19) entstand, deren Ergebnis mit demjenigen 
der Müllerschen Arbeit in bestem Einklang stand, so schien die 
Frage nach der fermentativen Spaltung des Caseins bei der 
Labung aus der Welt geschafft. Indessen boten doch gerade 
unter den genannten Arbeiten diejenigen Petrys und Spiros 
unverkennbare Einwände gegen die Ausbeutung all der genann- 
ten Arbeiten im Sinne der Theorie. Denn diese Autoren fanden, 
daß die Wirkung der Labpräparate mit der Bildung des Molken- 
eiweißes resp. des Paracaseins keineswegs zu Ende ist, sondern 
daß die Abspaltung nicht koagulabeln Stickstoffs weitergeht. 
Von besonderem Interesse ist dabei der Befund Slowtzoffs (16), 
daß der Prozeß in roher Milch resp. Caseinlösung weiteren 
Umfang annimmt als in gekochter. Sehen wir von dem letzten 
Punkt ab, welchen der Autor auf ein in der Milch vorhandenes 
Ferment zurückführt, eine Deutung, die in dieser Fassung min- 
destens zu Bedenken Anlaß gibt, so wird es heutzutage, wo die 
Selbständigkeit des Labferments gegenüber dem Pepsin erst neu 
zu erweisen wäre, nicht jedermann leicht werden, mit Petry 
aus dem etwas verschiedenen Verhalten gegen Ammonsulfat zwei 
voneinander unabhängige Fermente im Lab zu erschließen. Viel- 
mehr liegt die Auffassung näher, daß zwar das Enzym das gleiche 
ist, daß aber die Abspaltung des Molkeneiweißes nichts weiter 
ist als die erste Phase desjenigen Prozesses, der nach der Para- 
caseinbildung weiter geht, möglicherweise mit dieser selbst aber 
weiter nichts zu tun hat, als daß es bei gewöhnlicher Versuchs- 
anordnung nicht möglich ist, beide voneinander zeitlich zu 
trennen. 

Diese Sachlage veranlaßte mich, einen längst gehegten Plan 
auszuführen und der Frage nach der Existenz des Molkeneiweißes 
und seiner eventuellen Beziehung zum Labungsprozeß näher zu 
treten. Ganz ähnliche Gesichtspunkte dürften der inzwischen 
erschienenen Arbeit von Schmidt-Nielsen (17) zugrunde liegen. 
Auch dieser Gelehrte gelangte zu einem positiven Resultat. Bei 
der Wirkung des Labs auf das Casein tritt unabhängig von dem 
Prozeß der sichtbaren Gerinnung eine Abspaltung eines Teils des 
Stickstoffs ein, welcher einen konstanten Wert zeigt. Es ist mög- 
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lich, diesen Betrag zu unterscheiden von der nachträglich weiter 
um sich greifenden Abspaltung, welche übrigens im Falle der 
Anwendung reiner Caseinlösungen in mäßigen Grenzen zu bleiben 
sc heint. 

Wenn mich diese Veröffentlichung Schmidt-Nielsens 
nicht veranlaßt, die meinige zu unterdrücken, so hat dies ver- 
schiedene Gründe; zuvörderst hatte ich mir das Thema als in 
Arbeit befindlich vorbehalten in einem Artikel, welcher bereits 
gleichzeitig mit der genannten Arbeit erschien, sodann glaubte 
ich, daß es nichts schaden könne, wenn von zwei unabhängigen 
Stellen ein übereinstimmender Befund publiziert würde, und 
endlich und hauptsächlich hoffe ich, daß meine Versuchsanordnung 
noch strenger und beweisender ist als diejenige Schmidt-Niel- 
sens. Auch die von mir gefundenen Eigenschaften des Molken- 
eiweißes, welche einen qualitativen Nachweis desselben erlauben, 
finden sich weder bei Schmidt-Nielsen noch sonst in gleicher 
Weise angegeben. SÉ 


Experimenteller Teil. 


Die Bereitung der Caseinlösungen wurde nach der im Breslauer 
physiologischen Institut üblichen, in der Arbeit yon Courant (l. c.) 
mitgeteilten Technik vorgenommen. In der Mehrzahl der Ver- 
suche benutzte ich die am typischsten gerinnenden kalkphosphat- 
haltigen Lösungen. Mit leicht löslichen Kalksalzen zusammen 
habe ich das Casein nicht untersucht, sondern zur Kontrolle 
meiner an den erstbeschriebenen Lösungen gefundenen Resultate 
nur einige Versuche an kalkfreier Lösung folgen lassen, in welcher 
ein sichtbarer Gerinnungsprozeß nicht zustande kommt. 

Das Caseinpräparat, von dem ich fast allein ausging, und 
das für diese, wie für manche ähnliche empfohlen werden kann, 
ist das Casein der Firma Rhenania in Aachen. Von diesem wurden 
meistens 10 g abgewogen, mit einer geringen Menge Kalkwassers 
angerührt und unter Umrühren und Erwärmen auf dem Wasser- 
bad fast vollständig in Lösung gebracht. Die Lösung wurde 
mittels einer stark verdünnten Phosphorsäure sehr vorsichtig 
neutralisiert, was durch Tüpfeln auf Lackmuspapier kontrolliert 
wurde; die bleibende milchweiße Färbung der Lösung zeigt die 
Annäherung an den Neutralpunkt an. Die amphotere Lösung 
wird nun mit abgewaschenen Eisstücken rasch auf 10 oder weniger 
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Grad abgekühlt, in zwei Portionen geteilt und die eine mit einer 
ausreichenden Menge Lablösung versetzt. Beide werden in den 
Eisschrank übertragen, dessen Temperatur stets tiefer als 10° liegt. 

Während bei Zimmertemperatur diese künstliche Milch 
innerhalb kurzer Zeit gerinnt, bleibt sie im Eisschrank stunden- 
lang äußerlich unverändert. Immerhin ist es mir bis jetzt 
niemals gelungen, die Lösung der natürlichen Milch so ähnlich 
zu machen, daß in der Kälte die Gerinnung überhaupt ausbleibt, 
um erst nach leichter Erwärmung schnell einzutreten. Statt mit 
Phosphorsäure kann man, was eine genauere Neutralisierung 
ermöglicht, auch mit Salzsäure arbeiten und erst hinterher 
Natriumphosphat zugeben, was an dem Resultat nichts ändert, 
wenn man die bekannte Umsetzung zwischen Calciumchlorid 
und HNa,PO, berücksichtigt, welche mit einer Aciditätserhöhung 
einhergeht. 

Um nun die Säurewirkung auf ein Mindestmaß zu beschrän- 
ken, läßt man die Gerinnung in der Kälte ablaufen. Das volu- 
minöse Gerinnsel wird auf ein schnell filtrierendes Filter gebracht 
und das Filtrat weiter behandelt. An und für sich ist es zwecks 
des qualitativen Nachweises der Fermentierungsprodukte nicht 
erforderlich, die Gerinnung abzuwarten, sondern man könnte 
bereits nach Halbzeit also ca. 6 Stunden den Prozeß unterbrechen, 
wozu ein Zusatz von Pferdeserum sich wohl eignen dürfte, wenn 
man nicht schnelles Erhitzen vorzieht. 

Auffallenderweise finden sich derartige Vorsichtsmaßregeln, 
die bei der komplizierten Natur der fraglichen Vorgänge kaum 
überflüssig sein dürften, nirgends angegeben; und doch müßte, 
ehe man ein viertes resp. fünftes Ferment in der Lablösung 
neben dem Lab, dem Pepsin, dem fettspaltenden und dem plastein- 
bildenden Enzym annimmt, füglich verlangt werden, daß dieses 
hypothetische Ferment in seinem Verhalten gegen Serum sich 
vom Lab unterscheidet, womit allein seine Existenzberechtigung 
freilich auch nicht erwiesen wäre. 

Wenn wir von diesen Kunstgriffen keinen Gebrauch machen 
zu sollen glaubten, so findet dies seine Begründung in der Über- 
legung, daß bei der innegehaltenen Temperatur von ca. 8° er- 
fahrungsgemäß fermentative Vorgänge, abgesehen eben von der 
Umwandlung des Caseins in das Paracasein, nicht vor sich zu 
gehen pflegen. 

33* 
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Auch unser weiteres Vorgehen steht unter dem Einfluß des 
eben erwähnten Grundgedankens. Um nämlich den erlangten 
Vorteil nicht wieder aufs Spiel zu setzen, schien es uns geboten, 
lieber auf die Schnelligkeit als auf die Vollständigkeit der erforder- 
lichen Prozeduren Gewicht zu legen. Es wurde daher prinzipiell 
auf jede Verbesserung der Ausbeuten durch Auswaschen von 
Niederschlägen, Auspressen von Gerinnseln u. dgl. verzichtet. 

Die filtrierte Molke wird durch vorsichtigen Zusatz von Essig- 
säure ohne weitere Verdünnung gefällt. Es handelt sich bei dieser 
Säurefällung des gelösten Caseins resp. Paracaseins eigentlich 
um eine Wirkung der durch die Essigsäure in Freiheit gesetzten 
zweiten Valenzen der Phosphorsäure, wodurch ein gewisser 
Schutz gegen eine zu weitgehende Wirkung der Säure geboten ist, 
die wieder zur Auflösung eines Teils des Niederschlages führen 
könnte. Das Filtrat von der Säurefällung wird auf dem Wasser- 
bad zum Sieden, mindestens aber auf ca. 70° erhitzt, wenn, wie 
meistens erforderlich, mit weiteren geringen Mengen Essigsäure 
versetzt und vollkommen vom Casein resp. Paracasein befreit. 

Durch die wiederholten Filtrationen, welche von keinem 
weiteren Nachwaschen korrigiert sind, haben wir selbstverständ- 
lich große Verluste an den eventuell in der letzten Lösung noch 
vorhandenen Substanzen zu gewärtigen und verlieren den Ein- 
blick in die quantitative Seite der Prozesse. Dafür haben wir 
den Vorteil, daß jedesmal nur gerade die eben erforderliche 
Acidität vorherrscht und die bereits einmal ausgefällten Quanten 
der weiteren ev. lösenden Wirkung der Säure entzogen sind. 
Auch gehen die einzelnen Filtrationen mit sukzessive wachsendem 
Säuregehalt (resp. durch die Temperatur gesteigerter Säure- 
wirkung) entsprechend rascher. Den Zweck weiterer Verdünnung 
vermag ich bei der gewählten Versuchsanordnung nicht recht 
einzusehen, dieselbe ist von vornherein ausreichend, jedenfalls 
wird sie im Lauf des Arbeitens bestimmt groß genug. Durch die 
niedere Versuchstemperatur, die dabei anwendbare geringe 
Menge Lab und die Beschleunigung des Vorgehens, welche in 
einigen Fällen recht befriedigend war, nehme ich an, besonders 
beweisende Bedingungen für den Entscheid über die Frage nach 
dem Molkeneiweiß geschaffen zu haben. 

In einigen Fällen habe ich nun ähnlich, wie Schmidt- 
Nielsen (l.c.) angibt, mich darauf beschränkt, den Stickstoffgehalt 
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des letzten Filtrates zu bestimmen, welcher sich demjenigen der 
analog behandelten ausgelabten Kontrollprobe allemal weit über- 
legen erwies. Diese Stickstoffbestimmungen können jedoch aus 
den bereits angeführten Gründen auf irgend welche Bedeutung 
für die quantitative Seite der Molkeneiweißabspaltung keinen 
Anspruch erheben, im Gegensatz z. B. zu denjenigen Schmidt- 
Nielsens. Ihr Sinn war denn auch neben einer allgemeinen 
Orientierung ein völlig anderer, auf den nachher zurückzukommen 
sein wird. Wenn wir also von der N-Bestimmung nach Kjeldahl 
absehen, so wird auch der weitere Gang der Untersuchung im 
wesentlichen ebenso wie der bisherige vorgezeichnet durch die 
klassischen Untersuchungen Hammarstens, die nur im Inter- 
esse der möglichsten Entscheidungskraft der Versuche zu modifi- 
zieren sind. Hammarsten also hat das letzte Filtrat ein- 
gedampft und alsdann durch wiederholte Fällung das Molken- 
eiweiß gereinigt. Dabei hat er das Bedenken geäußert, die Ein- 
dampfung bei stark saurer Reaktion möchte den fraglichen 
Eiweißkörper in seinen Eigenschaften modifizieren. Ich hielt 
es daher für wichtig, die betreffende Substanz bereits vor der 
Eindampfung qualitativ nachweisen zu können. 

Da ich in der Mehrzahl der Fälle von Casein-Phosphorsäure- 
Calciumlösungen ausgegangen war, so befand ich mich in einer 
gewissen Verlegenheit, insofern bald die Phosphorsäure, bald auch 
das Calcium die Mehrzahl der Reaktionen störten. Insbesondere 
scheiterte an diesen Umständen der naheliegende Versuch, die 
Einengung auf dem Wasserbad zu ersetzen durch Aussalzung. 

Indessen führte eine andere Beobachtung zum Ziel. Bei der 
Wiederholung der von Hammarsten beschriebenen Reaktionen 
fiel es auf, daß diejenige mit Salpetersäure in anderer Weise 
verlief, als es sich bei Hammarsten angegeben findet. Während 
nämlich mein letztes Filtrat durch Essigsäure weder in der Wärme 
noch in der Kälte zu fällen ist, gibt es (wie bereits Rotondi 
fand) mit Salpetersäure in der Kälte eine starke Trübung, welche 
sich beim Erwärmen — und dieser Punkt ist nirgends erwähnt — 
wieder klar auflöst, um beim erneuten Abkühlen wieder in Er- 
scheinung zu treten. Dies war die Reaktion, welche ohne 
weiteres gestattete, eine vorgelegte Probe als der Labwirkung 
unterworfen zu erkennen, selbst ohne daß es erforderlich war, 
sie nach Entfernung des Caseins einzuengen. 
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Die Salpetersäure kann durch Salzsäure ersetzt werden, wo- 
mit die Möglichkeit eröffnet war, auch den durch Mineralsäuren 
fällbaren Anteil des Molkeneiweißes, für den ich hiermit den 
Namen Molkenalbumose vorschlage, im Vergleich mit dem 
Gesamtstickstoff des letzten Filtrates zu setzen. Da jedoch die 
zur vollständigen Ausfällung erforderlichen Säuremengen recht 
erheblich waren, so war bei der Oxydation nach Kjeldahl eine 
gewisse Sorgfalt nötig, um das Entweichen sich eventuell bildenden 
Salmiaks zu verhindern. Ich versuchte dies dadurch, daß ich nach 
Eintragung der Schwefelsäure im Zersetzungskölbchen stark mit 
Wasser verdünnte, um vor dem Einsetzen der Oxydation die 
Salzsäure möglichst auszutreiben. Es fand sich dabei, daß nur 
die eine Hälfte des Stickstoffes im Niederschlag enthalten war, die 
andere im Filtrat. Es muß daher die Frage offen gelassen werden, 
ob außer der albumosenartigen Substanz und dem Paracasein 
noch ein weiterer Körper bei der Spaltung des Caseinmoleküls 
durch Lab hervorgeht. Als bewiesen kann dies jedenfalls nicht 
gelten, da möglicher- oder wahrscheinlicherweise die Säurefällung 
unvollständig bleibt, und es auch dahingestellt bleiben muß, ob 
das angewendete Verfahren sich wirklich zur quantitativen N- 
Bestimmung in der Molkenalbumose eignet. 

Diese Frage, sowie namentlich die nach der quantitativen 
Zusammensetzung der Molkenalbumose, mag Gegenstand einer 
weiteren Arbeit sein. Diese wird sich auch eventuell damit zu 
beschäftigen haben, warum die von mir erhaltene Albumose sich 
von derjenigen unterscheidet, die Hammarsten in Händen 
hatte, resp. ob wirklich das Labferment in der Wärme imstande 
ist, aus dem Molkeneiweiß weitere etwas niedere Spaltungs- 
produkte zu bilden. 

Für diesmal mag der Nachweis genügen, daß das Lab- 
ferment auch bei Vermeidung eines Überschusses bereits in der 
Kälte aus dem Casein unabhängig von einer sichtbaren Ver- 
änderung desselben eine Substanz von Albumosencharakter ab- 
spaltet, welche weder in der Lablösung enthalten, noch in einer 
genau analog behandelten, mit gekochtem Lab versetzten Casein- 
lösung auch nur angedeutet ist. 

Es steht dies Ergebnis in erfreulicher Übereinstimmung mit 
den zitierten Arbeiten, zumal derjenigen Hammarstens. Auch 
zu dem Befunde Laqueurs (18) paßt dasselbe vortrefflich, nach 
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welchem das Casein im Vergleich mit dem Paracasein die geringere 
innere Reibung, mithin auch Elementarteile von geringerer Grö Be 
besitzt. 

Fragen wir schließlich noch, wie dieselbe zu vereinbaren ist 
mit der von Hammarsten so hoch bewerteten Arbeit Hill- 
manns, so müssen wir zugeben, daß diese für unsere Fragestellung 
überhaupt nicht in Betracht kommen kann. Schreckt doch 
Hillmann selbst nicht vor der Annahme zurück, daß das Lact- 
albumin sich unter günstigen Umständen in Paracasein umwandle. 
Eine einwandsfreiere Fassung des zugrunde liegenden Gedankens 
scheint es mir zu sein, wenn man zugibt, daß die genuine Milch 
kein geeignetes Objekt zur Untersuchung derartiger Fragen ist, 
wie wir noch zu sehen Gelegenheit finden werden. Im Falle 
Hillmanns mag in der Tat durch anhaftendes Lactalbumin und 
Lactoglobulin das geringe, durch die Molkenalbumose veranlaßte 
Minus ausgeglichen worden sein. Schwerer wiegt das von Duc- 
laux geäußerte Bedenken, daß der Stickstoff des Tonzellen- 
filtrats bei der Labung konstant bleibe. Aber auch gegen Duc- 
lauxs Versuche ist einzuwenden, daß dieselben lediglich an Milch 
ausgeführt wurden. Hierin liegt eine unübersehbare Reihe von 
Komplikationen. Ich habe das Resultat Duclauxs sogar in 
gewisser Weise bestätigen können. Um nämlich eine an sich 
gerinnungsunfähige Caseinlösung herzustellen, habe ich mich 
des öfters empfohlenen Ekenbergschen Trockenmilchpulvers (20) 
bedient. Zu meinem Erstaunen stellte es sich nun heraus, daß 
in demselben nach Entfernung des Caseins ein löslicher, durch 
Mineralsäuren fällbarer Eiweißkörper ebensowenig zu finden war 
wie in der labfreien Kontrollprobe. Auch nach dem Eindampfen 
des Filtrats war davon nichts nachzuweisen. Der Erklärungs- 
möglichkeiten sind so viele und mannigfache, daß es sich bei 
dem doch ausschließlich sekundären Interesse der Sache nicht 
lohnt, darauf im einzelnen einzugehen. Unterstellen wir indessen 
selbst, es unterbleibe in der natürlichen Milch die Abspaltung 
des Molkeneiweißes vom Paracasein, so wird dadurch doch 
nichts an der Tatsache geändert, daß diese den eigentlich 
charakteristischen Vorgang bei der Labgerinnung darstellt; 
denn es ist mehr als wahrscheinlich, daß die Abtrennung auch 
in diesem Falle stattfindet und in diesem besonderen Milieu 
aus irgend einem Grunde wieder rückgängig gemacht wird, wo- 
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bei aber die Bindung vermutlich an anderer Stelle als zuvor an- 
greifen würde. 

Kehren wir von dieser stark hypothetischen Abschweifung 
in das Bereich des greifbaren, so konnten wir uns, wie gesagt, auch 
an Lösungen von Casein in verdünnter Natronlauge überzeugen, 
daß ungerinnbare Lösungen in der Kälte mit Lab digeriert, 
die Molkenalbumose enthalten. Auch bei der Herstellung dieser 
Lösungen bedienten wir uns der detaillierten Vorschriften Cou- 
rants. Die Auflösung nahmen wir auch in diesem Fall in der 
Wärme auf dem Wasserbad vor; indessen ließen wir die erhöhte 
Temperatur nicht nur so lange einwirken, bis Lösung erfolgt war, 
sondern steigerten sie in jedem Fall bis zur Siedetemperatur, 
ausgehend von der Überlegung, daß eventuell durch das Zusam- 
menwirken von Casein nebst Beimengungen und Lab Bedingungen 
entstehen könnten, die zu einer sekundären Veränderung des 
Caseins führen könnten, wobei an Aktivierung von Fermenten 
u. dgl. zu denken wäre. Trotz dieser Vorsichtsmaßregeln gelang 
stets der Nachweis der Molkenalbumose im Filtrat von der Säure- 
fällung des Paracaseins, obwohl es nicht in allen Fällen gelungen 
war, innerhalb der Versuchsdauer die Einwirkung so weit gehen 
zu lassen, daß die Probe, versetzt mit löslichem Kalksalz, in der 
Wärme in typischer Weise gerann. 

Diese Versuchsanordnung, welche nur mit reinem Casein- 
molekül arbeitet, selbst unter Ausschluß von Zusätzen von 
Phosphorsäure u. dgl., scheint mir besonders geeignet, die Frage 
nach der Molkenalbumose zum Abschluß zu bringen, im Gegen- 
satz zu der unübersehbaren Komplikation der natürlichen Milch- 
gerinnung. 
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Experimentelle Untersuchungen über die Wirkung des 
Kochsalzes und des doppeltkohlensauren Natron auf 
die Magensaftsekretion. 


Von 


Henryka Rozenblat. 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen 
Instituts der Universität Berlin.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1907.) 


Die Einwirkung von Salzen und Alkalien auf die Magen- 
sekretion, und zwar sowohl unter normalen als pathologischen 
Verhältnissen, ist seit lange und vielfach mit großem Interesse 
untersucht worden. Während sich aber die früheren Unter- 
suchungen über die Physiologie und Pathologie des Magens auf 
sehr unvollkommene Methoden stützten, ermöglichte es erst die 
von Pawlow inaugurierte Technik, dieselben im Tierexperiment 
in einer einwandsfreien Weise fortzusetzen. 

Die Versuche, die ich zum Zweck der Erforschung der 
Wirkung des Kochsalzes und des doppeltkohlensauren Natron 
auf die Magensaftsekretion unternahm, stellte ich ebenfalls an 
Tieren an, die nach der Pawlowschen Methode operiert waren, 
und zwar an zwei sogenannten Magenblindsackhunden, wobei die 
meisten Versuche an beiden parallel ausgeführt wurden. 

Die von Pawlow angegebene Operation der Bildung eines 
kleinen Sekundärmagens bedarf wohl keiner Beschreibung mehr. 
Die bei beiden Hunden absolut identische Anordnung meiner 
Versuche war im allgemeinen folgende: das nüchterne Tier bekam 
die betreffende Flüssigkeit durch die Sonde oder per os; wenn 
die betreffende Flüssigkeit den Appetitsaft anzuregen vermochte 
(Fleischextrakt) oder freiwillig nicht genommen wurde (Koch- 
salz und Natronlösungen), gab man sie durch die Sonde, in anderen 
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Fällen per os, wie z. B. Wasser. Die Milch wurde bald durch Sonde, 
bald per os gegeben, wobei ich Gelegenheit hatte, die Angabe 
Pawlows zu bestätigen, daß ‚wir keinen wesentlichen Unter- 
schied in der Arbeit des Verdauungskanals wahrnehmen, ob nun 
die Milch unbemerkt in den Magen eingeführt oder dem Tiere 
zu saufen gegeben wird“. Der darauf vom Magenblindsack 
sezernierte Saft wurde halbstündlich resp. alle 5 Minuten ge- 
sammelt, seine Menge, das Vorhandensein von freier Salzsäure 
mit Kongopapier und sein Säuregrad durch Titrieren mit Zi Nor- 
mal- Natronlauge festgestellt. Fing die Magensekretion an zu 
versiegen, so war die Verdauung beendet, es konnte also ein neuer 
Versuch angestellt werden. Dieser Umstand — ich meine die 
Möglichkeit, mehrere Versuche an demselben Tage auszuführen — 
ist von Bedeutung, besonders für die Kontrollversuche, da die 
Saftsekretion bei Tieren und Menschen täglichen Schwankungen 
unterworfen ist. Aus diesem Grunde suchte ich, durch ent- 
sprechende Flüssigkeitsmengen (in der Regel 200 ccm) die Dauer 
der Sekretion auf durchschnittlich 2 Stunden zu beschränken. 
In der angegebenen Weise habe ich im Laufe von 2 Monaten 
etwas über 70 Versuche mit Kochsalz und Natron bicarbonicum 
ausgeführt, deren Resultate in manchem von den über diese 
Substanzen in der Wissenschaft gegenwärtig herrschenden An- 
sichten abweichen. 

Was das Kochsalz anbetrifft, so ist die Frage von der Art 
der Einwirkung desselben auf die Magensekretion von der Mehr- 
zahl der Untersucher in dem Sinne beantwortet worden, daß das 
Kochsalz, in den Magen eingeführt, die Saftbildung in demselben 
herabsetzt. Die ersten, welche diese Frage mittelst Versuchen 
am Menschen zu lösen versuchten, waren Leresche und Ja- 
worski. 

Leresche experimentierte mit einem Magenfistelkranken, 
dem er vor dem Frühstück in Wasser aufgelöstes Kochsalz (in 
Dosen von 5—30 g) gab. Dabei beobachtete er eine Verkleinerung 
der Aciditätswerte und nahm als Ursache derselben eine profuse 
Transsudation alkalischer Flüssigkeit in das Mageninnere an. 

Jaworski untersuchte den mittelst Schlundsonde ausge- 
heberten Mageninhalt und war ebenfalls der Meinung, daß die 
Anwesenheit des Kochsalzes in der Magenflüssigkeit weder die Ent- 
leerung des Magens beschleunigt, noch vergrößert es die Sekretion 
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der Magensäure; im Gegenteil, sie wirkt in beiden Richtungen 
negativ‘. 

Seitdem haben zahlreiche Autoren die in Frage kommende 
Einwirkung des Kochsalzes experimentell bearbeitet. 

Reichmann stellte seine Versuche in der Weise an, daß 
die betreffenden Personen 200 ccm einer 1—10 prozentigen Koch- 
salzlösung in den nüchternen Magen bekamen, wobei er den 
Mageninhalt nach 10—15 Minuten aspirierte und die so gewonnenen 
Resultate miteinander und mit den Kontrollexperimenten ver- 
glich. Es ergab sich dabei, daß der Mageninhalt nach dem Trinken 
einer Kochsalzlösung sowohl von schwächeren, wie auch von 
stärkeren Konzentrationen, einen geringeren Aciditätsgrad als 
nach dem Trinken reinen destillierten Wassers besaß, und zwar 
` war die Acidität um so geringer, je stärker die Konzentration 
der Lösung. Außerdem bemerkte Reichmann eine Vermehrung 
der Magenflüssigkeit nach dem Trinken konzentrierter Kochsalz- 
lösungen, die er, da dieselbe nur wenig Schleim und große Mengen 
von Eiweißkörpern enthielt, auf ein seröses, alkalisches, die 
Säure des Magensaftes neutralisierendes Transsudat zurückführt. 
Es folgt daraus, daß 

„l. das Chlornatrium steigert bei lokaler Einwirkung nicht 
die Magensekretion; 

2. das Chlornatrium setzt bei lokalem Einfluß den Acidi- 
tätsgrad des Magensaftes herab, und es kann auch sein, daß 
dieses Salz ja sogar in gewissem Grade die Magensaftsekretion 
hemmt“ usw. 

Wolffs Untersuchungen beziehen sich auf Magenkranke, 
und zwar auf Fälle mit verminderter oder fehlender Salzsäure- 
sekretion, bei denen er die Beeinflussung der Sekretionsverhält- 
nisse durch einen fortgesetzten Gebrauch von Kochsalz be- 
obachtete. Es ergab sich, daß eine Zugabe von 5g Kochsalz 
zum Probefrühstück keine Steigerung, eher eine geringe Herab- 
setzung des Aciditätsgrades bewirkte. Ebenso verminderte sich 
die Salzsäureproduktion bei zwei Patienten mit mittlerer Acidität 
unter dem Gebrauch kleiner Kochsalzgaben, woraus auch Wolff 
auf eine ausgesprochen hemmende Wirkung des Kochsalzes auf 
die Arbeit der Magendrüsen schließt. 

Girard stellte seine Versuche an einem Magenfistelhunde 
an: bei 3g Kochsalz konnte er keine Veränderung am Magen- 
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saft feststellen, dagegen sezernierte der Magen nach Einführung 
von 20 g Kochsalz (in 100 cem Wasser gelöst) eine ganz geringe 
Menge schwach verdauenden Saftes. 

Schüle fand, daß bei der Darreichung von 400 g Mehlbrei 
resp. des Ewaldschen Probefrühstücks das Kochsalz (4—24 g 
in 200 ccm Wasser gelöst) die Sekretion in folgender Weise be- 
einflußt: geringe Dosen (5 g) lassen dieselbe unverändert, stärkere 
(16 g) setzen die Sekretion von Salzsäure stark herab, noch größere 
(24 g) bewirken zunächst eine Verminderung, dann eine gewisse 
Steigerung der Sekretion, wobei aber im ganzen auch hier die 
hemmende Wirkung überwiegt. 

Autoren, die in der neueren Zeit zur Lösung der uns be- 
schäftigenden Frage Versuche an sog. Pawlowschen Hunden 
anstellten, sind — allerdings nicht alle — wesentlich zu gleichen 
Resultaten gekommen. 

So fand Bönniger, der mit einem Pawlowschen Magen- 
blindsackhunde arbeitete, daß eine 1,12prozentige Kochsalz- 
lösung die Magensekretion in hohem Grade hemmt: die Menge 
des in 1!/, Stunden auf die im Kontrollversuch gegebene Nahrung 
(Milch und Wasser ää 500) sezernierten Saftes war viel größer 
als dieselbe bei Zusatz von Kochsalz (500 ccm Milch mit 500 cem 
einer 2,25 prozentigen Kochsalzlösung gemischt). Daraus schließt 
Bönniger, „daß man als erwiesen ansehen kann, daß die 
Saftsekretion durch Kochsalz äußerst stark gehemmt wird“. 
Bei Versuchen an Menschen beobachtete Bönniger, daß eine 
Zugabe von 4 und 7 g Kochsalz zum Probefrühstück die Sekretion 
in keinem Falle anregte; im Gegenteil: in zwei Fällen war der 
ausgeheberte Mageninhalt an Menge herabgesetzt. Die Resultate 
von Bönniger werden ferner in den Arbeiten von Wohl- 
gemuth und Baumstark diskutiert. 

Der erstere Autor suchte an einem Pawlowschen Hunde 
festzustellen, wie sich das normal gefütterte Tier bei einer Über- 
schwemmung des Blutes mit Kochsalz in Bezug auf seine Magen- 
sekretion verhält. Zu dem Zwecke bekam der Hund während 
3 Tagen jeden Morgen nüchtern Fleisch, worauf der Saft 6 Stunden 
aufgefangen wurde. Am 4., 5. und 6. Tage erhielt er 10, 20 und 
3g Kochsalz dem Fleisch beigemengt. Es zeigte sich dabei, 
daß die 6stündige Saftmenge am 4. Tage kleiner, am 5. ebenso 
groß und am 6. über ein Drittel größer war als dieselbe in den 
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ersten drei Kontrolltagen. Die Magendrüsen reagierten also hier 
auf große wie kleine Dosen von Kochsalz nicht in der Weise 
hemmend, wie man es auf Grund der Bönnigerschen Versuche 
annehmen könnte. Im Gegenteil, es machte sich unter dem 
Einfluß der vergrößerten NaCl-Zufuhr nach einer vorübergehenden 
Depression am 4. Tage eine deutliche Tendenz zur Steigerung 
der Saftmenge auf einen bestimmten Nahrungsreiz hin geltend. 

Baumstark stellte — ebenfalls an Hunden mit kleinem 
Magen — drei Versuche an, um die Wirkung der kochsalzhaltigen 
Mineralwässer auf die Saftsekretion festzustellen, wenn das 
Wasser gleichzeitig mit Milch verabreicht wird. Bei dieser Ver- 
suchsanordnung war der Einfluß der betreffenden Kochsalz- 
wässer ein ausgesprochen hemmender, indem in einem Versuch 
die Gesamtsaftmenge in der Mineralwasser- und der Kontroll- 
periode dieselbe war, in den beiden anderen Fällen dagegen das 
Sekret dem Kontrollversuch gegenüber in seiner Menge sehr 
herabgesetzt war. Diesen die Magensekretion hemmenden Ein- 
fluß der Kochsalzwässer im Falle ihrer Beimengung zur Nahrung 
erklärt Baumstark durch zwei Umstände: 

L die Beschränkung der Kohlensäurewirkung infolge Kon- 
zentrationsänderung des Mineralwassers nach Milchbeimengung und 

2. die von Bönniger festgestellte Hemmung der Sekretion 
durch größere Kochsalzbeimischung zur Nahrung. 

Den Einfluß schwacher Kochsalzlösungen auf die Magen- 
absonderung suchte — ebenfalls auf experimentellem Wege — 
Chigin festzustellen, indem er in fünf Versuchen 130—180 ccm 
einer 0,6prozentigen und in einem Falle 500 ccm einer 1pro- 
zentigen Kochsalzlösung in den Magen eines Pawlowschen 
Hundes einführte.e Danach wurde nur in drei Fällen irgend 
welche — und zwar eine sehr geringe — Saftsekretion beobachtet, 
was den Autor zu dem Schlusse veranlaßt, daß die schwachen 
Kochsalzlösungen die Sekretion nicht mehr wie reines Wasser 
anregen. Dieser Meinung schloß sich auch Bickel an, und indem 
er annahm, daß: „dünne Kochsalzlösungen haben den nämlichen 
Einfluß wie Wasser auf die Sekretion, stärkere Kochsalzlösungen 
hemmen die Saftbildung,‘‘ suchte er die von ihm experimentell 
festgestellte sekretionsanregende Wirkung der Wiesbadener Koch- 
salztherme auf andere, neben dem Kochsalz in ihr gelöste Sub- 
stanzen zurückzuführen. 
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Auch andere Autoren bestätigten die sekretionssteigernde 
Einwirkung der Kochsalzwässer: Heinsheimer bezüglich der ° 
Baden-Badener Quelle, Sasaki bezüglich des Ostseewassers u.a.m. 
Baumstark, der, wie erwähnt, bei Darreichung des Kochsalz- 
wassers mit Milch eine hemmende Wirkung desselben beobachtete, 
erhielt positive Resultate im Sinne einer starken Anregung der 
Sekretion, indem er, wie es bei den Trinkkuren üblich ist, das 
Mineralwasser eine halbe Stunde vor der Nahrung darreichte, 
obwohl die von ihm untersuchten Homburger Quellen mit ihrem 
7—1l4g Salz im Liter a priori zu den Konzentrationsgraden 
schon zu gehören schienen, von denen man auf Grund des Bön- 
nigerschen Versuches eine Hemmung der Magensekretion er- 
warten sollte. Für eine Vermehrung der Saftsekretion unter dem 
Einfluß der Kochsalzwässer sprachen auch die schon seit lange 
bekannten empirischen Tatsachen: auch wurde diese sekretions- 
fördernde Anregung der Drüsentätigkeit bei verschiedenen 
Magenkrankheiten von Boas, Ewald, Dapper und vielen 
anderen Autoren anerkannt und praktisch angewandt. So hatte 
Boas schon im Jahre 1888 den Einfluß der Kochsalzthermen 
auf die Saftsekretion untersucht, wobei er nach mehrwöchent- 
lichem Gebrauch derselben eine deutliche Besserung der Drüsen- 
arbeit feststellte. Dasselbe gibt auch Dapper mit Bezug auf 
Kranke mit Störungen in der Salzsäureproduktion an, bei denen 
er in mehreren Dutzend Fällen durch fortgesetzten Gebrauch 
von Kochsalzwässern die günstigsten Resultate konstatieren 
konnte, indem die Salzsäuresekretion dadurch bewirkt resp. erhöht 
wurde. 

Diese den vorher erwähnten Versuchsresultaten — soweit 
sie einen sekretionshemmenden Einfluß des Kochsalzes beweisen 
wollen — so widersprechenden praktischen Erfahrungen mit den 
Kochsalzwässern finden ihre Erklärung in den im Pawlowschen 
Laboratorium in den letzten Jahren angestellten Untersuchungen, 
die in unzweideutiger Weise das Entgegengesetzte davon be- 
weisen, was von der Kochsalzwirkung bisher galt. 

So fand Sokoloff im Jahre 1904, daß das Kochsalz, in 
einer Gabe von 30 g in 100 ccm Wasser gelöst und zu 100 g 
Fleisch beigemengt, in dem vom Darm isolierten Hundemagen 
die Saftsekretion in hohem Grade steigert. In-15 und 25 pro- 
zentigen Lösungen direkt in den Darm eingeführt, hemmte das 
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Kochsalz die Sekretion im kleinen Magen beträchtlich, doch 
hatte weder im Falle der gesteigerten, noch der herabgesetzten 
Saftsekretion irgend welche Beeinflussung des Aciditätsgrades 
des Saftes stattgefunden. Aus seinen Versuchen schließt Soko- 
loff, daß die Kochsalzbeimengung zur Nahrung auf die Magen- 
saftsekretion anregend wirkt, allerdings nur solange das Gemisch 
die Magenhöhle nicht verlassen hatte, und nur, wenn das Koch- 
salz in großer Menge gegeben wurde. Ob das auch bei geringeren 
Gaben der Fall ist, darüber sagt er nichts. 

Löngvist stellte im Jahre 1905 seine Versuche ebenfalls 
an einem Hunde an, der in vierfacher Weise operiert war, und 
zwar trug das Tier eine isolierte Magenblindsackfistel, sowie eine 
einfache Magen- und Duodenalfistel; außerdem war der Magen 
durch eine Durchschneidung des Pylorus isoliert und mittelst 
einer Glasröhrenanastomose mit dem Duodenum verbunden. 
Die verschieden konzentrierten Kochsalzlösungen (0,5—7,5%) 
wurden durch die einfache Fistel in die vom Darm abgeschlossene 
Magenhöhle eingegossen und die Wirkung derselben an der 
Sekretion im kleinen Magen beobachtet. Es ergab sich, daß 
die Sekretion von der Konzentration der Kochsalzlösung abhängt: 
Bei der physiologischen Lösung ist dieselbe am geringsten und 
nimmt sowohl bei schwächeren als bei stärkeren Lösungen zu. 
Beim Eingießen schwacher (0,9—2%,) Lösungen in das Duodenum 
zeigte sich keine reflektorische (die Nerven, welche vom Pylorus 
auf das Duodenum übergehen, wurden bei der Isolierung des 
Magens geschont) Beeinflussung der Magensekretion. Auch vom 
Magen aus wirken schwache Lösungen nur wie Wasser, während 
stärkere die Saftproduktion deutlich anregen. 

Dieselbe Ansicht — der sekretionserregenden Wirkung 
großer Kochsalzmengen — vertritt Gordiejew, der an mehreren 
Hunden den Einfluß verschiedener Speisearten auf die Magen- 
sekretion untersuchte und unter anderen auch dieselbe bei ge- 
salzenen und ungesalzenen Speisen verglich. Es stellte sich 
dabei heraus, daß von den drei Konzentrationen, die Gordiejew 
darauf prüfte, die 2prozentige die Magenabsonderung unbeein- 
flußt ließ, die 3 und Öprozentige dagegen, zu den Speisen bei- 
gemengt, dieselbe beträchtlich steigerten und verlängerten. 
Noch deutlicher war diese Wirkung bei der Verabreichung von 
Hering zu sehen, der mit seinem Gehalt von 15%, Kochsalz die 
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Sekretion so stark anregte, daß die dabei sezernierten Saft- 
mengen alle diejenigen übertrafen, die der Autor im Laufe seiner 
zahlreichen Versuche mit anderen Nahrungsmitteln zu beobachten 
Gelegenheit hatte. 

Es war damit der Beweis geliefert, daß größere Kochsalz- 
mengen die Magendrüsen stark anzuregen vermögen. Kleinen 
Dosen und schwachen Konzentrationen schreibt Gordiejew 
nur eine appetitanregende Wirkung zu: das Zustandekommen 
einer chemischen Wirkung auf die Drüsen der Magenschleimhaut 
setzt dagegen einen Gehalt von 5% Kochsalz an in der Speise 
voraus. 

Um zur Lösung dieser, wie aus der Übersicht der einschlägigen 
Literatur hervorgeht, so vielumstrittenen Frage meinerseits bei- 
zutragen, stellte ich ebenfalls Versuche an, deren Protokolle 
ich nun zunächst mitteilen will. 


Versuche vom 28. November 1906. 


Die nüchternen Hunde A und B bekamen um 11% Uhr 
200 ccm Leitungswasser zu trinken und eine halbe Stunde darauf 
200 ccm Milch. Der Sekretionsverlauf im kleinen Magen war 
folgender: 








Hund A. Hund B. 
E re == f Fu 
| | £ 7 | 25 (es, l £ S | SZ Ges, 
' Zeit | RE datz ‚Acid l Zeit FE | a Acid. 
m| % |% | | ccm % | % 






W asser 






Milch 







Milch 1245; 3,8 | 40 


115| 0.5 40 








145) 1,4 | 40 |100 -145| 1,3 | 20 | 60 
215! 0,6 | 65 |130 218; 0,7 | — | 60 
Im ganzen |) | 6,3 | | Im ganzen ` 4.6 | | 


Nachdem das Versiegen der Sekretion anzeigte, daß die Ver- 
dauung beendet war, bekamen die Hunde um 225 Uhr 200 ccm 
einer 4 prozentigen Kochsalzlösung und in derselben Weise wie 
vorher eine halbe Stunde darauf 200 cem Milch. 
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Es wurde sezerniert: 
Hund A. 





Versuche vom 8. Dezember 1906. 


Die nüchternen Hunde bekamen um 11% Uhr 200 ccm 
Wasser und eine halbe Stunde darauf 200 ccm Milch. Der Sekre- 
tionsverlauf war folgender: 

Hund A. Hund B. 





Nachdem die Sekretion abgeklungen war, bekamen die Hunde 
um 215 Uhr 200 ccm einer 0,5prozentigen Kochsalzlösung und 


eine halbe Stunde darauf 200 ccm Milch. Der Sekretionsverlauf 
war folgender: 















Hund A. Hund B. 
E EE Fee 
|2 ci Ges | 2 è | £= | Ges. 
i Zeit | ER Ze Acid | Zeit | ER Er kee 
BE We a o [eml |. 
Kochsalz 1.248 | — i —_ | — j | 50 
Milch i 315 | 2,7 | 30 |100 
| 345 | 1,3 | 60 |110 
| 415 | 0,4 | 70 |120 









Im ganzen | 
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Die Werte der Saftmengen und der Acidität für diesen 
Versuch sind in folgenden Kurven veranschaulicht. Die aus- 
gezogenen Linien stellen die Sekretmenge dar, die punktierten: 
die Gesamtacidität (-----) und die freie Salzsäure (------ ). 


Hund A. Hund B. 


dën 


BBEZEFRIRER 
GEET 





Versuche vom 3. Dezember 1906. 


Die nüchternen Hunde bekamen um 12% Uhr 200 ccm einer 
5prozentigen Kochsalzlösung und eine halbe Stunde darauf 
200 com Milch. Der Sekretionsverlauf war folgender: 


Hund A. Hund B. 











Kochsalz 
Milch 








Im ganzen Im ganzen | 
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Um 4% Uhr bekamen die Hunde 200 ccm einer 6 prozentigen 
Kochsalzlösung, die sie aber sofort erbrachen. Der Versuch 
wurde damit abgeschlossen. 


Versuche vom 6. Dezémber 1906. 


Die nüchternen Hunde bekamen um 11% Uhr 200 ccm einer 
2prozentigen Kochsalzlösung und eine halbe Stunde darauf 
200 ccm Milch. Der Sekretionsverlauf war folgender: 





Hund B 
ee age 
| e So Ges. 
f yi B o 2 fi 
i Zeit 22 157 Acid. 
j | m Da | % 


Kochsalz 1121005 

















Milch 
Ä 115 1,9 | 40 | 90 
145, 1,4 | 30 | 100 
215: 0,6 | 60 |120 
Im ganzen © 461 | Im ganzen | Dä | 


1. 


Nach abgeklungener Sekretion bekamen die Hunde um 
22 Uhr 200 ccm einer 4prozentigen Kochsalzlösung und eine 
halbe Stunde darauf 200 ccm Milch. Der Sekretionsverlauf war 
folgender: 




















Hund B. 

ee a7 ee Zn 
25 Ges | eb 25 | Ges 
SC Acid ‚Zeit 285% ‚Acid 
ml % |% BN | em % S % 
2 ECH e pe Kochsalz | 255 l 10l 50 ` 90 
330 2.0.60 1110 Milch 30 OAO 90 
| 3170 :130 40 10 10: Su 
t430 1,7. | 50 120 ‚142 40 [110 
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Im ganzen | 17,8 | | Im ganzen | ı 70 e ~ 


Versuche vom 13. Dezember 1906. 


Die nüchternen Hunde A und B bekamen um 1215 Uhr 
100 cem einer 4 prozentigen Kochsalzlösung und eine halbe Stunde 
darauf 200 cem Milch. Der Sekretionsverlauf war folgender: 
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Hund B. 











Nach abgeklungener Sekretion bekamen die Hunde um 
2% Uhr eine 2prozentige Kochsalzlösung und zwar: der Hund A 
400 ccm, der Hund B 200 ccm derselben und eine halbe Stunde 
darauf beide 200 ccm Milch. Der Sekretionsverlauf war folgender: 











Hund A. Hund B. 
è S 25 | Gen. 
Zeit | SS ER | Acid. 
% |% 
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Kochsalz 






Milch 90 
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Im ganzen | 


Versuche vom 22. November 1906. 


Die nüchternen Hunde bekamen um 110 Uhr 200 ccm einer 
0,5 prozentigen Kochsalzlösung. Die Sekretion verlief danach 
folgendermaßen: 











Im ganzen 
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Um 410 Uhr bekamen die Hunde 200 ccm einer 3 prozentigen 
Kochsalzlösung und sezernierten darauf: 
Hund A. Hund B. 





N 
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er 
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I2 Saft- 
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Versuche vom 26. November 1906. 


Die nüchternen Tiere bekamen um 11% Uhr 200 ocm einer 
0,5prozentigen Kochsalzlösung und eine halbe Stunde darauf 
200 ccm Milch. Der Sekretionsverlauf war folgender: 


Hund A. 





Um 2% Uhr bekamen die Hunde, indem die Sekretion bei- 
nahe abgeklungen war, 200 ccm einer 3prozentigen Kochsalz- 
lösung und eine halbe Stunde darauf 200 ccm Milch. Der Sekre- 
tionsverlauf war folgender: 

Hund A. Hund B. 










Kochsalz u 
Milch 


Im ganzen 


Wirkung von Kochsalz u. Natriumcarbonat auf die Magensaftsekretion.e 513 


Versuche vom 24. November 1906. 


Die nüchternen Hunde bekamen um 12% Uhr 200 ccm 
Wasser und um 12% Uhr 200 ccm Milch. Der Sekretionsverlauf 
war folgender: 


Hund A. 


= e- m me aee- — 





Um 250 Uhr wurde den Hunden 200 cem einer 1 prozentigen 
Kochsalzlösung und um 3% Uhr 200 ccm Milch gegeben, worauf 
die Sekretion in folgender Weise verlief: 


Hund A. 








Im ganzen 





Um 4% Uhr war die Sekretion schon vollkommen ab- 
geklungen. 


Versuch vom 3. November 1906. 


Der nüchterne Hund B bekam um 1210 Uhr 200 ccm einer 
0,5 prozentigen Kochsalzlösung, um 1% Uhr 200 ccm 1 prozentiger 
und um 2% Uhr 200 ccm 2prozentiger. Der Sekretionsverlauf 
während dieses Versuches ist in folgender Tabelle und Kurve 
veranschaulicht: 
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Die ausgezogene Linie bezeichnet die Saftmenge, die punk- 
tierte die Gesamtacidität. 


Versuche vom 15. Dezember 1906. 


Die nüchternen Hunde bekamen um 11% Uhr 200 cem Milch. 
Der Sekretionsverlauf war folgender: 


Hund A. 











50 | 80 
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2,2 








Im ganzen 


Um 2% Uhr wurde den Hunden, indem die Sekretion in- 
zwischen aufgehört hatte, 200 cem Milch gegeben, in der 1,8 g 
Kochsalz gelöst war (0,9prozentige Kochsalzlösung in Milch). 
Die Sekretion verlief darauf in der folgenden Weise: 


Hund B 
ee — 
|s D mm Ges. 
E = 
Zeit Er Ze in 
Q; 





Im ganzen ı 22 | | Im ganzen 
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Um 4% Uhr bekamen die Hunde 200 ccm Milch, in der 
8 g Kochsalz gelöst war (4prozentige Kochsalzlösung in Milch). 
Der Sekretionsverlauf war folgender: 


Hund A. 











Im ganzen 


Om 
Hierzu die folgenden Kurven: 
A B 


P 
E 12 CL 
he: vo 


EK ERT 
LA 

















H 
Geen E Ra 
RECH 7 
40) 2 A : 30 
AAAI ATLA I 
d 
30 Win | 20 
dE VI 
! 
en Le b = 
s | ! | ` SE SEN n u ny ! Uu je i nom 
` ) DEE e E A E m M E MMM et ta C Ton 
0 LE — j dcd | Kea Ci Milbo 0,9% | Ha Œ Miish | 
Maise In Im wl n m ml um wy | 
Su Ir —- — en wn ech S SE ne ae 
| wh | Ka CI Wich 0,9% | NaCI Mich A, 


Versuche vom 17. Dezember 1906. 


Die nüchternen Hunde bekamen um 12 Uhr 200 cem Milch. 
Um 1 Uhr bekam der Hund B, da bei ihm in der ersten Stunde 
jede Reaktion ausblieb, noch 100 ccm Milch. Der Sekretions- 
verlauf war folgender: 
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Um 2 Uhr wurde den Hunden 8 g Kochsalz in 200 ccm Milch 
gelöst gegeben, worauf die Sekretion folgendermaßen verlief: 
Hund A. Hund B. 


sÈ 2 | Ges. 
Zeit | $ £ ES | Acid- 
F cem] % % 
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Versuche vom 19. Dezember 1908. 


Die nüchternen Hunde bekamen um 415 Uhr 200 ccm Milch, 
in der 12 g Kochsalz gelöst waren (6prozentige Kochsalzlösung). 
Der Sekretionsverlauf war folgender (der Versuch wurde vor dem 
vollständigen Versiegen der Sekretion abgebrochen): 


Hund A. Hund B. 








Im ganzen | 





Hierzu zwei Kurven: 
die zum obigen Versuch 
für den Hund A gehö- 
rende und die andere, 
ebenfalls für A, sich auf 
den Versuch vom 3. No- 
vember beziehende, die 
ich aus gewissen weiter 
zu erörternden Gründen 
erst an dieser Stelle an- 
gebe. 
Bei der Betrachtung 
dermitgeteiltenTabellen 
und Kurven fällt uns 
zunächst auf, daß die 
Ergebnisse der beiden, 
d.h. derfür beide Hunde 
angeführten Versuchs- 
reihen,miteinandernicht 
übereinstimmen, oder 
wenigstens nicht so ge- 
nau, wie man es in An- 
betracht der vollkommen identischen 
Versuchsanordnung bei beiden erwarten 
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müßte. Zugleich bemerken wir, daß es der Hund B ist, der 
daran schuld sein muß, indem die Versuchsresultate bei ihm 
auch innerhalb der eigenen Reihe nicht übereinstimmen. Im 
Gegensatz dazu begegnen wir in der Versuchsserie des Hundes A 
keinem einzigen Widerspruch. Ein anderer Umstand, der in 
demselben Sinne spricht, ist der, daß während der Hund A den 
höchsten Ansprüchen, die man an ein derartiges Versuchstier 
stellen kann, genügte, indem er nämlich im nüchternen Zustand 
nicht die geringste Sekretion hatte, stellte sich der Hund B im 
Laufe der Versuche als ein in dieser Beziehung ziemlich unvoll- 
kommenes Versuchsobjekt: eine gewisse Sekretion bestand auch 
dann, wenn das Tier 36 Stunden nüchtern gehalten wurde. Es 
handelte sich dabei nicht etwa um eine Schleimabsonderung, 
sondern um echte Magensekretion eines sauren Saftes von klarem 
Aussehen und ohne irgend eine pathologische Beimischung 
(Eiter usw.). Was den auf Salzlösungen resp. Milch sezernierten 
Magensaft anbetrifft, so fehlte in ihm die freie Salzsäure etwas 
häufiger als bei A, und die Gesamtacidität war in der Regel nie- 
driger, ohne aber die geringen Werte zu erreichen, die für eine 
Gastritis anacida sprechen würden. Überhaupt gab das Ver- 
halten der Magensekretion bei dem Tiere keine Veranlassung, 
an einen chronischen Katarrh der Magenschleimhaut zu denken; 
eher schien es dem Krankheitsbilde zu entsprechen, welches 
von Pawlow zuerst beschrieben und als ‚„Asthenie‘‘ des Magens 
bezeichnet wurde. Dieselbe besteht in einer im Sinne der ‚,‚reiz- 
baren Schwäche“ veränderten Tätigkeit der Pepsindrüsen, die 
sich in einem veränderten Sekretionstypus kundgibt: die ‘Werte 
der Saftmengen für die erste Stunde der Sekretionsperiode über- 
treffen deutlich die Norm, in der zweiten Stunde findet dafür 
ein plötzlicher Abfall bis zu unternormalen Werten statt, wobei 
die Sekretion vorzeitig versiegt, nachdem sie weniger Saft geliefert 
hat, als das beim normalen Tier der Fall wäre. Einen ähnlichen 
Zustand derartiger leichter Reizbarkeit und schneller Ermüdbarkeit 
der Magendrüsen zeigte der Hund B, und wenn er auch das von 
Pawlow geschilderte Bild nicht ganz genau wiedergab, gehört er 
trotzdem in das Gebiet der Magenasthenien, und zwar auf Grund 
folgender Eigentümlichkeiten in der Tätigkeit seiner Pepsindrüsen: 

L Die von ihm gelieferten Sekretmengen waren in der Regel 
bedeutend geringer als bei dem gesunden Hund A (Schwäche); 
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2. die durch schwache Reize (schwache Kochsalzkonzentra- 
tionen) ausgelöste Reaktion war — mit dem gesunden Tier ver- 
glichen — verhältnismäßig viel stärker als bei dem Hund A 
(Reizbarkeit): die Latenzzeit dabei kürzer, die Saftmengen 
größer (vgl. Versuche vom 24. November, 8. Dezember, 15. De- 
zember). Bei starken Reizen dagegen war die Reaktion entweder 
schwächer als bei A, oder blieb dieselbe sogar ganz aus, indem 
die Tätigkeit der Magendrüsen dabei versagte (vgl. Versuche 
vom 26. November, 3. Dezember, 19. Dezember.) 

Außerdem zeigte der Hund manchmal die von Pawlow 
als für Asthenie typisch erwähnte Anomalie des Sekretionstypus, 
und zwar den hohen Anstieg unmittelbar nach dem Eingießen des 
Wassers resp. der betreffenden Lösung. Hier gehört auch das 
in den Tabellen und Kurven nicht angegebene Verhalten der 
Latenzzeit bei beiden Hunden hin, welches bei B ebenfalls im 
Sinne einer pathologischen Reizbarkeit von der Norm abwich: 
während nämlich die Sekretion bei A in der Regel 10—15 Minuten, 
nachdem die Lösung die Magenschleimhaut berührt hatte, in 
Fluß kam, war es bei Bgewöhnlich unmittelbar nach der Fütterung 
der Fall. 

Eigentümlich war ebenfalls das Verhalten der Magensekretion 
bei B den physiologischen und den 1 prozentigen Kochsalzlösungen 
gegenüber: während der gesunde Hund, wie wir es später noch 
besprechen werden, auf dieselben immer im gleichen Sinne rea- 
gierte, war deren Wirkung auf B bald eine hemmende (3. No- 
vember), bald eine anregende (24. November), bald eine ganz 
indifferente (15. Dezember). 

Es hat also den Anschein, als ob die in ihrem Gleichgewicht 
gestörten Magendrüsen die Fähigkeit verloren hätten, auf che- 
mische, resp. physikalische Reize, welche durch die Kochsalz- 
zufuhr bedingt waren, in so feiner und konstanter Weise zu 
reagieren, wie es für die gesunde Magenschleimhaut des Hundes A 
der Fall war. 

Der Hund B hatte seine Asthenie der Magendrüsen infolge 
von wiederholten Reizungen der Schleimhaut des großen Magens 
mit AgNO, und Alkohol bekommen. Diese Ätzungen waren 
ca. 6 Monate vor Anstellung der vorliegenden Versuche mit dem 
Tiere einige Wochen hindurch vorgenommen worden. Im An- 
schluß daran hatte sich der oben geschilderte Krankheitszustand 
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ausgebildet. — Bei dem Hunde A wirkte das Kochsalz stets — von 
physiologischen und lprozentigen Konzentrationen abgesehen — 
als ein Erreger der Magensekretion, und zwar als ein um so stär- 
kerer, je konzentrierter die Lösung war: in keinem einzigen 
Versuch habe ich eine Hemmung resp. Herabsetzung der Sekretion 
feststellen können. Die sekretionsanregende Wirkung des Koch- 
salzes war in meinen Versuchen ebenso deutlich bei reinen Lö- 
sungen, wie auch bei derjenigen Anordnung, wo auf die Koch- 
salzlösung Milchdarreichung folgte (vgl. 22. November und 
26. November): in beiden Fällen war die auf Kochsalz sezernierte 
Saftmenge größer als die im Kontrollversuch. Dasselbe war 
der Fall im Versuch vom 28. November und vom 8. Dezember. 
Was die dritte Versuchsanordnung anbetrifft, bei der das Koch- 
salz in Milch gelöst und die Wirkung desselben mit der der reinen 
Milch verglichen wurde, so wirkte es auch dann sekretionserregend, 
vorausgesetzt, daß die Konzentration desselben eine genügend 
starke war. So zeigt der Versuch vom 17. Dezember keine Zu- 
nahme der Stoffmenge unter dem Einfluß einer 4 prozentigen 
Kochsalz-Milchlösung, während das 6prozentige Kochsalz im 
folgenden Versuch eine sehr starke Steigerung der Sekretion 
bewirkte — eine beinahe ebenso starke, wie die im Versuch vom 
3. November durch die 5prozentige (wässerige) Kochsalzlösung 
verursachte, was auf den nebeneinander angegebenen Kurven 
noch anschaulicher als auf den Tabellen sich darstellen ließ. 
Daß die Salzlösung, die gleichzeitig mit Milch gegeben wurde, 
eine stärkere Konzentration haben mußte, um eine gewisse 
Wirkung auf die Magendrüsen auszulösen, erklärt sich durch 
mehrere Umstände, die bei dieser Versuchsanordnung beachtet 
werden müssen, und zwar: das Fett der Milch verhindert rein 
mechanisch den unmittelbaren Kontakt des Salzes mit den 
Drüsen, was bei der Darreichung von reinen wässerigen Lösungen 
nicht der Fall ist; die Milcheinführung in den Magen ruft eine 
Saftsekretion hervor, wodurch das in der Milch gelöste Kochsalz 
allmählich immer mehr verdünnt wird und die eingeführte Kon- 
zentration nicht mehr als solche zur Geltung kommt. Bei der 
anderen Versuchsanordnung, die dem Salze erlaubt, eine halbe 
Stunde unmittelbar und allein auf die Magenschleimhaut ein- 
zuwirken, kommt weder das erste noch das zweite Moment in 
Betracht, und so kann auch die Wirkung derselben Konzentration 
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eine viel intensivere sein. Einen Beweis für die Richtigkeit dieser 
Erwägungen liefert der Versuch vom 19. Dezember auch in- 
sofern, daß er der erste war, in dem es mir gelang, den Hunden 
eine 6prozentige Kochsalzlösung beizubringen: bei den mehr- 
maligen Versuchen mit 6prozentigen wässerigen Lösungen wurde 
dieselbe von beiden Hunden, obwohl durch Sonde gegeben, 
regelmäßig erbrochen, und erst die Abschwächung derselben durch 
die Milch ermöglichte es mir, die Wirkung einer starken Konzen- 
tration und zugleich einer großen Kochsalzmenge (12 g) auf den 
Sekretionsvorgang festzustellen. 

Aus den eben angeführten Gründen, die für eine intensivere 
Beeinflussung der Magendrüsen durch das Kochsalz in reinen 
wässerigen Lösungen sprechen, ist auch die Art und Weise ver- 
ständlich, wie sie bei den Mineralwassertrinkkuren üblich ist, 
und nicht etwa soll die Veranlassung dazu die Befürchtung sein, 
daß das betreffende kochsalzhaltige Mineralwasser, mit der Nah- 
rung getrunken, die Saftproduktion hemmen würde. Zwar schien 
durch die oben angeführten Versuche von Baumstark mit den 
Homburger Quellen der Beweis dafür geliefert zu sein, daß die 
günstige sekretionsanregende Wirkung derselben zu einer sekre- 
tionshemmenden wird, sobald das Wasser mit der Milch gegeben 
wird; aber da bei der letzten Anordnung auch andere Momente 
in Betracht kommen (aufgehobene Wirkung der Kohlensäure, 
Sinken der Konzentration des in dem betreffenden Wasser ge- 
lösten Kochsalzes bei Zusatz von gleicher Quantität Milch auf 
die Hälfte usw.), so können nicht aus diesem Versuch allein 
irgend welche Schlüsse mit Bezug auf das Verhalten des Koch- 
salzes gemacht werden. Eine ganz andere Aufgabe hat die Kritik 
den Bönnigerschen Versuchen gegenüber: hier ist die Versuchs- 
anordnung an und für sich ganz richtig, die Versuchsresultate 
ebenfalls unanfechtbar und nur die Deutung derselben unzulässig: 
die Tatsache nämlich, daß eine 1,12 prozentige Kochsalzlösung 
die Sekretmenge herabsetzte (500 ccm Milch mit 500 ccm 2,25- 
prozentiger Kochsalzlösung gemischt), kann nicht für andere 
Konzentrationen dieses Salzes gelten, und zwar aus dem einfachen 
Grunde, daß die von Bönniger benutzte Kochsalzlösung eine bei- 
nahe physiologische darstellt, die, wie es Lö nq vist festgestellt hat, 
einen anderen Typus der Beeinflussung der Sekretion aufweist 
als die übrigen Konzentrationen. 
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Wie aus den Tabellen ersichtlich, bestätigen meine Versuche 
vom 3. November, 24. November und 15. Dezember diese Be- 
hauptung, indem sich der Einfluß des Kochsalzes in diesen drei 
Fällen — im Gegensatz zu allen anderen — als ein die Sekretion 
herabsetzender resp. indifferenter erwies. Indem die, von der 
physiologischen (und der l prozentigen) schwächere und stärkere 
Konzentrationen im Sinne der Anregung der Sekretion wirkten!), 
muß man das passive Verhalten der Magendrüsen in jenen Fällen 
als durch die physiologische Konzentration des Kochsalzes und 
nicht durch das Kochsalz selbst bedingt betrachten. Dies setzt 
aber voraus, daß in der Beeinflussung der Magensekretion durch 
das Kochsalz neben dem chemischen auch das physikalische 
Moment der Konzentrationsdifferenz in Betracht kommt. Der 
Reiz, den die physiologische Kochsalzlösung auf die Drüsen der 
Magenschleimhaut ausübt, ist offenbar ein sehr geringer, schwächer 
sogar als der des gewöhnlichen Wassers. Dieses eigentümliche 
Verhalten der physiologischen Kochsalzlösung der sekretorischen 
Tätigkeit der Drüsen gegenüber dehnt sich auf das Gebiet der 
motorischen Magentätigkeit aus, indem dieselbe nach der Be- 
obachtung von Hirsch unter dem Einfluß physiologischer Salz- 
lösungen eine ganz unbedeutende ist. 

Das Moment der Konzentration spielt überhaupt in der Ein- 
wirkung des Kochsalzes auf den Sekretionsvorgang eine große 
Rolle, und zwar, wie gesagt, liegt es so, daß je stärker die Konzen- 
tration ist, um so intensiver sich auch die Sekretion erweist. 
Dabei handelt es sich nicht etwa um die Zufuhr einer größeren 
Kochsalzmenge auf dem Wege einer höheren Konzentration, 
sondern um den Einfluß der Konzentration an und für sich. 
Wäre das nicht der Fall, so müßte die auf 400 ccm 2 prozentiger 
Kochsalzlösung (8 g NaCl) sezernierte Saftmenge größer sein als 
auf 100 ccm 4prozentiger (4 g NaCl) und ebenso groß wie bei 
200 ccm 4prozentiger. Da dies aber nicht der Fall ist (vgl. 6. De- 
zember und 13. Dezember), da die Sekretion ganz unabhängig 


1) Die einzige Ansnahme stellt der Versuch vom 15. Dezember dar, 
insofern die 4 prozentige Lösung eine Sekretion auslöste, die zwar stärker 
als bei der 0,9 prozentigen, aber schwächer als nach der reinen Milch war; 
in diesem Falle ist es aber möglich, daß der Hund A — der andere reagierte 
normal — durch die lange Dauer des Versuches an jenem Tage gegen Schluß 
desselben spärlicher sezernierte. 
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von dieser Anordnung, wie gewöhnlich, der Konzentrations- 
änderung folgte, so ist die Annahme wohl berechtigt, daß die 
Konzentration der Salzlösung für die Sekretionsschwankungen 
ausschlaggebend ist, wenigstens insofern die lokale Beeinflussung 
der Magenschleimhaut in Betracht kommt. Daneben darf aber 
auch der andere Weg nicht außer acht gelassen werden, auf dem 
die Beeinflussung der Magensekretion durch das Kochsalz zustande 
kommt, und zwar die Wirkung des Chlornatriums durch das Blut. 
Es haben nämlich die Versuche von Braun, Grützner und 
Boas ergeben, daß in die Blutbahn eingeführtes Kochsalz die 
Sekretion der Magendrüsen erhöht. Andererseits haben die Cahn- 
schen Untersuchungen erwiesen, daß der Mageninhalt bei Tieren, 
die mit chlorfreier Nahrung gefüttert werden, sehr schwach 
saure resp. neutrale Reaktion zeigte, was ebenfalls dafür spricht, 
daß das Kochsalz nach der Resorption ins Blut die Magensaft- 
bildung in positivem Sinne beeinflußt. Endlich haben Versuche 
von Wohlgemuth den definitiven Beweis erbracht, daß im 
Chlorhunger die Magensaftsekretion versiegt, während Kochsalz- 
zufuhr im Anschluß an eine solche chlorarme Periode die Saft- 
sekretion wieder der Norm zuführt. 

Was nun die vielen Untersuchungen anbetrifft, die eine 
Hemmung der Magensaftsekretion durch das Kochsalz bewiesen 
zu haben schienen, so müssen zur Erklärung derselben mehrere 
Umstände in Betracht gezogen werden, und zwar: Unvollkommen- 
heit der älteren, vorpawlowschen Versuchsmethodik, zu kurzes 
Verweilen der Lösung im Magen, d. h. zu rasches Aushebern des 
Mageninhaltes und anderes mehr. Die negativen Resultate 
Chigins dagegen, der in ganz einwandafreier Weise mit Pawlow- 
schen Hunden experimentierte und trotzdem dem Kochsalz 
irgend welche sekretionserregende Eigenschaften abspricht, er- 
klären sich vielleicht daraus, daß er nur: 

l. mit sehr schwachen Konzentrationen, 

2. mit sehr kleinen Flüssigkeitsmengen und 

3. in dem einzigen Falle, wo die letzte größer war (500 ccm), 
mit einer beinahe physiologischen Lösung (lprozentig) arbeitete 
— Umstände, die man in Anbetracht der überhaupt geringen Zahl 
seiner Versuche (6) nicht unbeachtet lassen darf. 

Meine oben mitgeteilten Versuche, in denen ich allen erwähnten 
Unvollkommenheiten vorzubeugen suchte, geben mir das Recht, 
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das Kochsalz als einen ausgesprochenen und von der Konzentration 
in hohem Grade abhängigen Sekretionserreger anzusehen, dessen 
Wirkung sich in vermehrten Sekretmengen und gesteigerter 
Acidität kundgibt. Die letztgenannte Wirkung darf aber keines- 
wegs als etwas für sich betrachtet werden, denn das Faktum 
der Vermehrung der Säuremenge erklärt sich lediglich aus der 
Steigerung der Sekretionsintensität, wie dies aus Pawlows 
Untersuchungen über die Aciditätsschwankungen hervorgeht. 


In einer zweiten Versuchsreihe suchte ich die Art und Weise 
der Einwirkung des doppeltkohlensauren Natron auf die Magen- 
sekretion zu ermitteln. Auch diese Frage ist Gegenstand zahl- 
reicher Untersuchungen gewesen, die zu wesentlich verschiedenen 
Resultaten geführt haben. 

Du Mesnil stellte einige Untersuchungen an, die ihn zu 
der Annahme führten, daß das Natron bicarbonicum bis zu 4 g 
die Salzsäureproduktion anregt, in höheren Dosen dieselbe da- 
gegen herabsetzt. 

Reichmann hat sich mit der Frage über den Einfluß des 
Natron bicarbonicum auf die Magensekretion sehr eingehend 
beschäftigt, indem er zahlreiche Versuche an Patienten anstellte, 
denen er das Natron in schwachen und starken Lösungen entweder 
in den nüchternen Magen einführte oder es gleich nach den Mahl- 
zeiten gab und dann im ausgeheberten Mageninhalt die Sekretions- 
verhältnisse kontrollierte. Er fand dabei, daß das Alkali die 
sekretorische Tätigkeit des nüchternen Magens nicht mehr be- 
einflußt als destilliertes Wasser; wird es aber nach der Mahlzeit 
gegeben, so bewirkt es eine Alkalisierung des schon abgesonderten 
Saftes, und darin sieht Reichmann die einzige, durch das 
Natron bicarbonicum im Mageninhalt bewirkte Veränderung. 

Andere Autoren, die sich mit der Natronfrage beschäftigt 
haben, teilen nicht die Meinung Reichmanns, daß das Natron 
bicarbonicum nicht auf die Magensaftproduktion an sich, sondern 
auf den bereits sezernierten Magensaft einwirkt und schreiben 
diesem Alkali sekretionserregende resp. hemmende Eigenschaften 
zu. Zu den ersten gehört unter anderen Schüle, der seine Ver- 
suche an mehreren Personen anstellte, die im Laufe der Ver- 
dauung in gewissen Zeitabständen sondiert und die ausgeheberten 
Mageninhalte auf Menge und Säureverhältnisse untersucht wurden. 
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Als Dosis wurden jeweils 7,0 g Natron bicarbonicum in Lösung 
gegeben. Dabei sah er, daß eine Verminderung der Acidität des 
Magensaftes nur da zustande kam, wo die Sekretion schon 
unter normalen Verhältnissen eine sehr geringe war. Bei ge- 
sunden Individuen dagegen folgte stets auf eine Depression in 
den ersten 30 Minuten eine spätere Anregung der Sekretion. 
Schüle schließt daraus, daß das Natriumbicarbonat sofort nach 
seiner Einführung in den Magen durch direkte Alteration des 
sezernierenden Parenchyms die Sekretion in hohem Grade hemmt, 
dann aber (nach einiger Zeit) eine Steigerung derselben bis zur 
Norm oder über dieselbe hinaus hervorruft. ‚War der zu Anfang 
gesetzte Reiz ein zu starker gewesen, so kommt es nicht zu der 
oben erwähnten Restitution der Drüsentätigkeit: wir erhalten 
vielmehr ein nur schwach saures, eventuell sogar ein neutrales 
Sekret, was auf beginnende pathologische Veränderung des 
Parenchyms zu schließen berechtigt.“ Denselben Standpunkt — 
allerdings nur in dem, was die sekretionserregenden Eigenschaften 
des Natriumbicarbonats anbelangt — vertreten Linossier und 
Lemoine, welche im Jahre 1893 die in Frage kommenden Unter- 
suchungen an einem Ruminanten unter Anwendung der Probe- 
mahlzeit ausführten und dieselben im Jahre 1906 an einem 
Pawlowschen Magenblindsackhunde wiederholten. Bei den 
ersten Untersuchungen fanden die Autoren, daß dieses Alkali 
einen Drüsenerreger darstellt, und zwar in allen untersuchten 
Gaben (0,5—10 g vor resp. mit der Probemahlzeit nach G. See 
gegeben). Diese sekretionserregende Wirkung ist am deutlichsten, 
wenn das Salz eine Stunde vor dem Essen gegeben wird; im 
Beginn der Mahlzeit gegeben, wirkt 0,5 g als schwache, 1,0 g als 
mittlere und 5,0 g als starke Dosis. Nach der Mahlzeit wirkt 
2,0g nur sättigend, 5,0g dagegen sekretionsanregend. Bei 
längerer Anwendung von Natriumbicarbonat verlängert sich die 
Wirkung über den Tag der letzten Darreichung desselben hinaus, 
was sich durch gesteigerte Erregung und verlängerte sekretorische 
Tätigkeit kundgibt; schließlich wird aber die Magensaftabschei- 
dung unter der dauernden Natronzufuhr geringer. Die Erregung 
ist nach Linossier und Lemoine die Folge der Einwirkung 
auf die Magendrüsen, die Herabsetzung der Saftproduktion das 
Resultat der Alkalinisation des Blutes. Die von beiden Autoren 
vor kurzem am Pawlowschen Hunde wiederholten Versuche 
35* 
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bestätigten im großen und ganzen die angeführten Resultate: 
das Salz wurde dem Hunde in einer Konzentration von 1%, und 
in der Menge von 250 ccm mit 500 g Fleisch durch Sonde ein- 
geführt und die darauffolgende Sekretion mit dem Kontroll- 
versuch verglichen. Es stellte sich dabei heraus, daß unter der 
Einwirkung des Natrons die Saftabsonderung im kleinen Magen 
eine beträchtliche Steigerung erlitt (bis 145%, gegen den Kontroll- 
versuch) und daß sich die Erregung der Drüsen noch bis auf 
den folgenden Tag ausdehnte. Die Voraussetzung für diese Art 
der Einwirkung des Natriumbicarbonats war aber die absolute 
Ausschaltung des Kochsalzes bei der Fütterung des Tieres, da 
die durch den längeren Gebrauch von Kochsalz bewirkte Hyper- 
acidität das Tier wieauch den Menschen gegen die anregendeWirkung 
des Natrons wenig empfindlich macht. So bewirkte dieselbe 
l prozentige Alkalilösung, unter gleicher Versuchsanordnung ge- 
geben, nur mit dem Unterschiede, daß der Hund im Laufe von 
einigen Tagen 4g Kochsalz mit seiner Tagesnahrung bekam, 
eine ganz unbedeutende Anregung der Sekretion (20% Saft- 
vermehrung). 

Die Säureverhältnisse werden nach den Autoren durch 
das Natron ebenso günstig wie die Sekretmenge beeinflußt; 
auch erscheint unter dem Einfluß desselben freie Salzsäure da, 
wo sie sonst fehlte resp. wird ihr Prozentwert gesteigert. Mit 
diesen Resultaten stimmen die Ergebnisse derjenigen Versuche 
vollkommen überein, die Schemjakin und Löngvist an 
Pawlowschen Hunden anstellten, wobei der erste mit einem 
gewöhnlichen Magenblindsacktiere, Löngvist dagegen am 
Hunde mit isoliertem Magen experimentierte.e Dabei fand 
Schemjakin, daß 0,öprozentige Sodalösung die Magensaft- 
absonderung in hohem Grade anregt; gleichzeitig besserte sich 
auch die verdauende Kraft des in kleinem Magen abgesonderten 
Sekretes. 

Löngvist stellte Versuche mit 0,25-, 0,5-, 1,0- und 1,5- 
prozentigen Sodalösungen an, die in einer Menge von 200 ccm in 
den mit dem Duodenum nur durch die nervenhaltigen äußeren 
Schichten in Zusammenhang stehenden Magen eingeführt wurden 
und fand bei den stärkeren Konzentrationen (von 0,5%, an) eine 
Zunahme der Sekretion. Die schwächeren Lösungen wirkten 
ungefähr wie Wasser. Die Acidität veränderte sich unter dem 
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Sodaeinfluß nicht merkbar, die Digestionskraft schien dagegen 
bei den starken Lösungen abzunehmen. ‚Bei den Versuchen 
mit 1—1,5prozentigen Lösungen war die Saftmenge während 
der zweiten Stunde größer als während der ersten, was mit 
Schüles Angabe, daß zuerst eine Abnahme, dann eine Zunahme 
der Absonderung stattfindet, wesentlich übereinstimmt.“ 
Löngvist suchte auch den Einfluß 0,5-, 1,0- und 1,5 prozentiger 
Sodalösungen auf die Magenabsonderung vom Darme aus fest- 
zustellen. Zu diesem Zwecke führte er dieselben in den Darm 
und gleichzeitig Wasser in den Magen, wobei es sich zeigte, daß 
die in den Darm eingegossene Sodalösung die Tätigkeit der Magen- 
drüsen in gewissem Grade herabsetzt. Dasselbe war auch bei 
Einführung von 0,5 prozentiger Sodalösung in den Darm und 
lprozentiger in den Magen der Fall, indem die darauf vom 
kleinen Magen sezernierte Saftmenge viel geringer war, als 
wenn die Sodalösung nur in den Magen eingegossen wurde. Nach 
Löngvist wäre also das Alkali ein Erreger der Magenabson- 
derung bei direkter Einwirkung auf die Magendrüsen, würde 
aber dieselbe reflektorisch stark herabsetzen beim Einwirken 
vom Darme aus. 

Einer anderen Meinung ist Sokoloff, der seine Versuche 
gleichfalls an Tieren mit isoliertem Magen anstellte, und zwar 
mit schwachen, 0,35 prozentigen Sodalösungen. In zwei Fällen 
blieb die sezernierte Saftmenge von der Sodalösung unbeeinflußt, 
in einem dagegen war sie bedeutend herabgesetzt. Diese bei 
einer und derselben Substanz unter identischen Versuchsbedin- 
gungen inkonstante Wirkung des Natrons veranlaßt den Autor 
zu der Annahme, daß dasselbe eine an und für sich den Magen- 
drüsen gegenüber indifferente Substanz ist, vorausgesetzt, daß 
sich die Magenschleimhaut im Zustand der Ruhe befindet. Ist 
das nicht der Fall, d. h. sind die Drüsen infolge irgend eines 
psychischen oder chemischen Reizes in Tätigkeit versetzt, so 
verhält sich das Soda wahrscheinlich wie Wasser. 

Dieser, von den bisher angeführten Autoren vertretenen 
Meinung von der positiven resp. indifferenten Wirkung des 
Natrons auf die sekretorische Drüsentätigkeit steht eine zweite 
gegenüber, die das Entgegengesetzte behauptet. So fand Chigin, 
der an einem Magenblindsackhunde den Einfluß schwacher Natron- 
lösungen (0,01—1,0%,) festzustellen suchte, daß in neun Versuchen 
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mit 150 ccm dieser Lösungen nicht die geringste Absonderung im 
kleinen Magen zustande kam; es erfolgte höchstens die Produktion 
einer schleimigen Masse, die neutral oder alkalisch reagierte und 
keine verdauenden Eigenschaften besaß. Auf Grund dieser Resultate 
betrachtet Chigin das Natroncarbonat als eine die Sekretion 
herabsetzende Substanz, — eine Ansicht, die von Pawlow 
empirisch geprüft und bestätigt wurde, indem er an einem Hunde 
mit starker Hypersekretion lprozentige Sodalösungen thera- 
peutisch angewandt und bei dieser Art der Behandlung aus- 
gezeichnete Resultate erzielt hatte. 

Auch Bickels Versuche sprechen zugunsten der letzten 
Ansicht: der sekretionshemmende Einfluß von Soda wurde von 
ihm auch unter pathologischen Verhältnissen bestätigt, indem 
die durch Pilocarpininjektion bedingte, sehr ausgiebige Saft- 
sekretion durch Alkalizufuhr (auf der Höhe der Sekretion) in 
wenigen Minuten zum Stillstand gebracht werden konnte. Die 
eben noch Salzsäure produzierende Schleimhaut nahm dabei 
eine alkalische Reaktion an. Das Zustandekommen dieser Hem- 
mung bezieht Bickel auf zwei Faktoren: die lähmende Wirkung 
des Alkali durch den direkten Kontakt mit den Magendrüsen 
und auf die Resorption desselben in die Körpersäfte, wodurch 
eine Alkalisierung des Blutes bedingt werden konnte. 

Schließlich ist noch ein Versuch zu erwähnen, den Heins- 
heimer vor kurzem mit einer starken Lösung von Natrium 
bicarbonicum am Pawlowschen Hunde ausführte, und der 
ebenfalls im Sinne der von den letztgenannten Autoren ver- 
tretenen Meinung ausfiel, denn es ergab sich, daß die auf 10 g 
Natronbicarbonat (in 200 ccm Wasser gelöst) sezernierte Saft- 
menge sehr beträchtlich herabgesetzt war. 

Wie aus dieser Übersicht der einschlägigen Literatur hervor- 
geht, kann die Frage nach der Einwirkung von Alkalien auf die 
Magensekretion noch nicht als endgültig gelöst betrachtet werden. 
Zur Aufklärung derselben habe ich folgende Versuche mit Natron 
bicarbonicum angestellt: 


Versuche vom 7. November 1906. 


Die nüchternen Hunde A und B bekamen um 12% Uhr 
200 ccm Leitungswasser und sezernierten darauf: 
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Im ganzen 
Um 1% Uhr wurden jedem Hunde 200 ccm 0,5 prozentiger ‘ 
Natronbicarbonatlösung gegeben: 








Um 2% Uhr bekamen die Hunde 200 ccm einer 2 prozentigen 
Natronbicarbonatlösung. Der Sekretionsverlauf war folgender: 
Hund A. Hund B. 





Versuch vom 5. November 1906. 

Der nicht ganz nüchterne Hund B bekam um 12% Uhr 
200 com einer 0,5prozentigen NaHCO,-Lösung und um 210 Uhr 
dieselbe Menge einer 2prozentigen Lösung. Der Sekretions- 
verlauf war folgender: 

0,5 proz. Lösung. 2proz. Lösung. 





Im ganzen 
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Versuche vom 15. Januar 1907. 


Der nüchterne Hund A und der nicht ganz nüchterne Hund B 
bekamen um 1215 Uhr 200 ccm Wasser und eine halbe Stunde 
darauf dieselbe Menge Milch. Der Sekretionsverlauf war fol- 
gender: 





Um 2% Uhr bekamen die Hunde 200 ccm einer 2 prozentigen 
Natriumbicarbonatlösung und nach einer halben Stunde 200 ccm 
Milch. Sie sezernierten darauf: 





SE 


EE E EE E 
208: 


Natron bie. 








Milch h 3% 120 
| 415 140 

| 445 120 

515 120 





Im ganzen | | Im ganzen | 17,1 


Versuche vom 16. Januar 1%7. 


Die nüchternen Hunde bekamen um 11% Uhr 200 ocm 
Wasser und um 1215 Uhr dieselbe Menge Milch. Die Sekretion 
verlief folgendermaßen: 
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Hund A. 


EH 


Hund B. 





Um 2% Uhr bekamen die Hunde 100 com 4 prozentiger 
Natronbicarbonatlösung und eine halbe Stunde später 200 com 
Milch. Der Sekretionsverlauf war folgender: 

Hund A. 








Natron bic. 
Milch 


za Lk 
IA TWINCL 
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Hund B. 
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L% | -Zam | Ges. 
Zeit | 22 | EM | Acid. 
Gem | % % | 
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Versuche vom 14. Januar 1907. 
Der nüchterne Hund A und der nicht ganz nüchterne Hund B 
bekamen um 12% Uhr 200 ccm Milch, worauf die Sekretion 
folgendermaßen verlief: 











Hund A 
& S | 25 | Ges. 
Zeit | 28 ZS Acid. 
ie | %1% 
100 
90 
120 
120 





Im ganzen 


Um 2% Uhr bekamen die Hunde 200 ccm Milch, in der 4 g 
Natronbicarbonat gelöst waren (2prozentige NaHCO,-Lösung in 
Milch). Der Sekretionsverlauf war folgender: 















ae oa | SEN 





Kaf 30 | 100 
EN 06 100 
430. 0,2 Sech 


Im ganzen Im ganzen 


Versuche vom 19. Januar 1907. 


Die nüchternen Hunde bekamen um 12% Uhr 150 ccm 
3 prozentigen Liebigschen Fleischextraktes. Der Sekretionsverlauf 
war folgender: 


Hund A. Hund B. 


Saftmenge Saltnienge 


Zeit 


Zeit 
EE ES D 
110 3,0 
140 0,5 
210 1,2 





Im ganzen dë E Im ganzen | 48 
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Um 210 Uhr wurde den Hunden 150 ccm desselben 3 pro- 
zentigen Extraktes gegeben, in dem aber 4,5 g Natronbicarbonat 
gelöst waren (3prozentige NaHCO,-Lösung). Der Sekretions- 
verlauf war folgender: 











Hund A. Hund B. 
Zeit | nn Zeit ei 
wer DR o — = = Ge — SE 
208 0 — 240: 24 
310 o! 0.8 310 1,5 
340 ` 0,4 340 0,5 
O D 
Im ganzen | 1.2 In ganzen 4,7 
g g 


Um 4 Uhr wurde ein neuer Versuch angestellt: die Hunde 
bekamen 150 cem 3prozentigen Fleischextraktes und 25 Minuten 
darauf 150 ccm einer wässerigen 3 prozentigen Natronbicarbonat- 
lösung. Die in Zeiträumen von 5 Minuten sezernierten Saft- 
mengen waren folgende: 











Hund A. Hund B. 
Zeit moe Zeit | Saftmenge 
ee rn SE 
Extrakt 405 — Extrakt 405 1,0 
410 1,4 
415 3,3 
430 0,8 
0,6 
Im ganzen Im ganzen 7.1 
Natron bic. 430 — Natron bie. 430 0,3 
435 E 435 | 0,3 
440 = 0,8 
445 — 0,5 
Ai, — 0,4 
455 0,2 0,4 
500 = 0,3 
508 re = 





Im ganzen | 02 Im ganzen 
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Hierzu die folgenden Kurven: 


A B 





I I N I I IT TT 7 7 
BIRNEN 
de LL I INT TI YIN] 


190 cem 3% Extrast 160 vum 8% Na HCO; 














Mose © 10 1⁄6 20 25]; 6 10 3%% 20 25 30 35 A8 


160 0m 3% Enae | 150 ecm 3% Na HC, 


Versuch vom 21. Januar 1907. 

Der nüchterne Hund B bekam um 12% Uhr 100 ccm 6 pro- 
zentigen Liebigschen Fleischextraktes und eine halbe Stunde 
darauf 100 ccm einer 4prozentigen Natriumbicarbonicumlösung. 

Die in Zeiträumen von 5 Minuten sezernierten Saftmengen 
waren folgende: 

Nach Extrakt (1245—1!1% Uhr): 0; 1,6; 1,1; 0,5; 1,1; 0,9; 
im ganzen 5,2 ccm. 

Nach Natronbicarbonat (115—15 Uhr): 0,3; 0,3; 0,2; 0,2; 
0,3; 0,3; 0,2; 0,1; im ganzen 1,9 ccm. 

Hierzu die Kurve: 


SE EE EE EN 
DC E EE 


| I PN N 
ame ' 
0 — Ge 
Geier a 9V 15 20 25 M] 8 10 15 20 2 oi 3 sl 
100 osm 5 Y„Ertract | 102-20 téka #00; , 











Die Wirkung des doppeltkohlensauren Natrons erweist sich 
in den mitgeteilten Versuchsprotokollen als eine ausgesprochen 


Wirkung von Kochsalz u. Natriumcarbonat auf die Magensaftsekretion. 535 


sekretionshemmende, und zwar — bei dem gesunden Hund A — 
in allen von mir geprüften Konzentrationen und unter ver- 
schiedenen Versuchsbedingungen. Schon die schwache !/, pro- 
zentige Alkalilösung setzt die Sekretion um ungefähr 30%, herab 
(vgl. Versuch vom 7. November), bei der 4 prozentigen beträgt 
die Herabsetzung der Saftmenge ca. 70% (vgl. 16. Januar). 
Bezüglich der Wirkung des in der Nahrung gelösten Bicarbonats 
gilt das oben für das Kochsalz Gesagte nicht: die Beeinträchtigung 
der Saftproduktion war ebenso deutlich in den Versuchen, in 
denen das Alkali in Milch resp. Fleischextrakt gelöst gegeben 
wurde, wie auch bei der anderen Anordnung. Übereinstimmend 
dagegen mit den Kochsalzversuchen war die ausgesprochene 
Abhängigkeit der Intensität der Hemmung von der Konzentration 
der Lösung, während die — allerdings nicht allzugroßen Schwan- 
kungen in der Menge des Alkalis den Sekretionsvorgang un- 
beeinflußt zu lassen schienen (vgl. Versuche vom 15. und 
16. Januar). Eine deutliche Herabsetzung der Sekretion ist 
auch in den Versuchen vom 14., 19. und 21. Januar zu sehen, in 
denen ich das Alkali mit resp. nach der Nahrung darreichte, 
um dadurch den Fehler zu vermeiden, der nach Linossier und 
Lemoine von den meisten Experimentatoren begangen wird, 
indem dieselben das Alkali auf den nüchternen Magen einwirken 
lassen. Natürlich waren auch hier die Hunde zu Beginn meiner 
Versuche nüchtern — das halte ich für eine unumgängliche 
Voraussetzung für die Richtigkeit dieser Art von Versuchen. 
Indem aber der Versuch zunächst mit der Darreichung des reinen 
Fleischextraktes begann, konnte von der Darreichung des Natrons 
auf die nüchterne Magenschleimhaut keine Rede sein. Das Resultat 
blieb aber trotzdem dasselbe, indem auch bei dieser Anordnung 
die hemmende Wirkung des Bicarbonats sehr ausgesprochen war; 
auch die Darreichung desselben während der Verdauungsperiode 
und zwar auf der Höhe der Sekretionskurve ergab dasselbe. 
Indem aber die auf Fleischextrakt sezernierten Saftmengen ver- 
hältnismäßig gering waren, halte ich es nicht für ausgeschlossen, 
daß unter Umständen — und zwar, wenn im Magen größere 
Sekretmengen vorhanden sind — die Darreichung von Natron- 
bicarbonat mit resp. nach der Nahrung eine gesteigerte Sekretions- 
tätigkeit erregen kann. Die früher angeführten Versuche von 
Linossier und Lemoine, in denen das Alkali mit größeren 
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Fleischmengen eingeführt wurde, liefern ja auch einen Beweis 
dafür, daß dasselbe unter diesen Bedingungen zu einer Saft- 
vermehrung beiträgt. Andererseits halte ich aber die Deutung 
dieser Versuche, welche drüsenerregende Eigenschaften des Bi- 
carbonats annimmt, für unzulässig: die gelegentliche Saftvermeh- 
rung läßt sich vielmehr auf das Freiwerden der Kohlensäure 
beim Zusammenstoßen des Alkali mit der Säure im Magen- 
inhalt zurückführen, ähnlich, wie das für das Calciumcarbonat 
der Fall ist. Allerdings spricht Heinsheimer dem Natrium 
bicarbonicum diese Eigenschaft ab, indem er in seinen Ver- 
suchen keinen Anhaltspunkt dafür findet, daß durch das Frei- 
werden von Kohlensäure im Magen unter dem Einfluß des Natron- 
bicarbonats eine Erregung der Drüsen zustande käme; da ich 
aber im Laufe meiner Versuche einmal Gelegenheit hatte, solches 
unmittelbar zu beobachten, scheint mir die Analogie mit dem 
Calciumcarbonat höchst wahrscheinlich. In dem betreffenden 
Versuch (vom 14. Januar) handelte es sich um eine sehr starke 
Sekretion bei dem nicht ganz nüchternen Hunde B (ich bezeichne 
mit dem Ausdruck ‚nicht ganz nüchtern“ den Umstand, daß die 
Magenschleimhaut zu Beginn des Versuches — obwohl der be- 
treffende Hund 24 Stunden nicht gefüttert wurde — eine gewisse 
Sekretion zeigt). Gegen Ende der zweiten Stunde betrug die 
halbstündliche Sekretmenge in dem erwähnten Versuch 10 ccm! 
Als der Hund bald darauf in der üblichen Weise die Natron- 
lösung bekam, erfolgte sofort ein äußerst starkes, mindestens 
eine Viertelstunde andauerndes und höchstwahrscheinlich durch 
freigewordene Kohlensäure bedingtes Aufstoßen. Die darauf 
sezernierten Saftmengen waren dementsprechend auch hoch, und 
es war keine Herabsetzung derselben zustande gekommen. 
Ähnliches wiederholte sich zwar im Laufe meiner Versuche 
nicht mehr, es war aber auch keine Gelegenheit dazu vorhanden, 
indem die Saftproduktion vor der Natrondarreichung bei dem 
Hunde B sonst gewöhnlich nicht so intensiv war. Neben dieser 
Möglichkeit der Kohlensäureentwicklung muß noch bei der 
Deutung der Linossier- Lemoineschen Versuche an einen 
anderen Umstand gedacht werden, und zwar an das im Falle 
der Beimischung des Natronbicarbonats zur Nahrung längere 
Verbleiben des Alkali in der Magenhöhle, als wenn es in reiner 
Lösung von der Nahrung gegeben wäre. Dieser Umstand ist von 
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so größerer Bedeutung, als ja Löngvist am isolierten Magen 
sekretionserregenden Einfluß des Bicarbonats auf die Magen- 
drüsen festgestellt hat und die Herabsetzung der Sekretion 
durch dasselbe im nichtisolierten Magen nur als eine reflektorische 
Lähmung der Magendrüsen vom Darme aus betrachtet werden 
muß. Jede Ursache also, die das Alkali in der Magenhöhle auf- 
hält, trägt dadurch zur Steigerung der Sekretion bei. Daraus 
muß man die praktische Konsequenz ziehen, daß man im all- 
gemeinen Alkali weder mit noch nach den Mahlzeiten verabreichen 
soll, insofern man eine Hemmung der Sekretion erzielen will. 
Man muß es in Lösung auf nüchternen Magen geben, damit das 
Alkali unverändert in den Darm gelangen und von dort seine 
hemmende Wirkung auf die Magendrüsen reflektorisch aus- 
üben kann. 

Noch ist das Verhalten des kranken Hundes B dem Alkali 
gegenüber zu besprechen. Im großen und ganzen war dasselbe 
normal, indem auf die Natrondarreichung eine Herabsetzung der 
Sekretion erfolgte. Gelegentlich aber war der Effekt indifferent 
oder sogar entgegengesetzt (Versuch vom 7. November), da das 
jedoch nur sehr selten der Fall war und der Hund während 
der Serie der Alkaliversuche eine viel bessere Drüsentätigkeit 
aufwies als zur Zeit der Kochsalzversuche, so wurde damit 
die Bestätigung der Vorzüge der von Pawlow empfohlenen 
Therapie der Magenasthenie geliefert. Pawlow selbst sagt dar- 
über nämlich folgendes: „Es ist zu bemerken, daß sich durch 
die experimentelle Feststellung der Asthenie des Magens die 
rationellen Indikationen für die Anwendung der Alkalien noch 
mehr erweitern. Bei der reizbaren Schwäche der Zelle ..... 
ist das Alkali mit seiner hemmenden Wirkung außerordentlich 
angebracht.‘ 


Nachdem sich das Kochsalz und das doppeltkohlensaure 
Natron bezüglich der Beeinflussung des Sekretionsvorganges als 
entgegengesetzte Substanzen erwiesen, war es interessant, die- 
selben in einer Mischung zu untersuchen, um zu sehen, ob sich 
darin die Wirkung der einzelnen Komponenten wird erkennen 
lassen. Dies war von um so größerem Interesse, als beide ge- 
nannten Salze in den natürlichen Mischungen, d. h. Mineralquellen, 
so oft nebeneinander vorkommen. 
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Der Versuch gestaltete sich folgendermaßen: Die nüchternen 
Hunde bekamen um 11% Uhr 200 com Wasser und sezernierten: 
Hund A. 


Zeit | Saftmenge 
ar ECH `` 





Um 1:5 Uhr bekamen die Hunde 200 ccm folgender im 
Wasser gelöster Mischung: 4 g NaCl, 2 g NaHCO, und sezernierten: 
Hund A. Hund B. 





Um 25 Uhr bekamen die Hunde 200 ccm einer anderen 
Mischung aus 4 g NaCl und 1 g NaHCO, und secernierten: 













Hund A. Hund B. 
Zeit Saftmenge ER Saftmenge 
ee a E |... gem 
325 1,8 325 3,9 
335 1,3 356 0.5 


1,0 
41 Im ganzen 


425 1,1 





Im ganzen 


Um 4% Uhr wurde den Hunden 200 ccm einer 0,5 prozentigen 
Natriumbicarbonatlösung gegeben: 










Hund A. Hund B. 
Zeit Saftınenge Zeit Saftmenge 
i |, em ` | 
m 
500 | 0,6 
530 0,5 


600 0,2 


Im ganzen LA 
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Hierzu die folgenden Kurven: 
A B 


Ten SEET 
BANBFIV/RSENE BE ERENERE NEN um 
EN Bh 
7 

HH HH 
NEEEEEIIRDERE 
EPNEEENERGERS 
ANE EE 
o n mji n m| n mfi v m 
























Wirsehenausdiesem Versuch, 
daß die Wirkung der Mischungen 
von beiden Komponenten ab- 
hängt, und daß weder das Koch- 
salz noch das Natron allein den Ausschlag gibt. So wirkte die 
erste Mischung trotz ihrer 4g Kochsalz als eine hemmende, die 
folgende, dieselbe Menge Kochsalz, aber nur die Hälfte Natron 
enthaltende, als eine sekretionserregende, obwohl man & priori 
annehmen könnte, daß in beiden der relativ beträchtliche Koch- 
salzgehalt der ausschlaggebende sein wird. Wir müssen also 
annehmen, daß die beiden, entgegengesetzte Eigenschaften auf- 
weisenden Salze in der Mischung gewissermaßen konkurrieren 
und sich gegenseitig zu einem gewissen Grade paralysieren. 
Der endliche Effekt der in der Mischung gelösten beiden Salze 
ist also offenbar nur die Resultante der beiden gegensätzlichen 
Wirkungen der einzelnen Komponenten. Ebenso müssen sich die 
natürlichen Salzmischungen — die Mineralquellen — verhalten, 
mit dem einzigen Unterschied, daß das bisher bezüglich zweier 
Komponenten Gesagte auf mehrere Salze ausgedehnt werden 
muß. Indem aber alle Salzarten, von den indifferenten abgesehen, 
entweder zu den sekretionserregenden oder hemmenden gehören, 
haben wir es in jedem Mineralwasser mit einem Spiel verschiedener, 
oft antagonistischer Wirkungen zu tun, und der für jede Quelle 
charakteristische Wirkungstypus stellt nur die Resultante aus 
denselben dar. 


Zum Schluß erlaube ich mir an dieser Stelle Herrn Professor 
Bickel für die Erlaubnis, in seinem Laboratorium arbeiten zu 
dürfen, wie für die liebenswürdige Unterstützung bei meiner 
Arbeit meinen verbindlichsten Dank auszusprechen. 
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Der Gang der Ausscheidung körperfremder Substanzen. 


1. Entwicklung einer Theorie. 


Von 
Leonor Michaelis. 


(Eingegangen am 16. Mai 1907.) 


Bekanntlich verhalten sich die durch die Niere ausscheid- 
baren Substanzen in ihrer „Auswaschbarkeit‘ durch gleichzeitig 
reichlich ausgeschiedene Wassermengen verschieden. Einige 
werden unter der Wirkung einer solchen reichlichen Wasser- 
ausscheidung auch reichlicher ausgeschieden, andere werden in 
ihrem Ausscheidungsgang durch Wasser nicht gestört. Bei den 
letzteren sind daher die Ausscheidungsverhältnisse zunächst 
leichter zu überblicken. 

Ich stellte mir nun die Aufgabe, bei einer solchen, nicht 
auswaschbaren Substanz die Abhängigkeit der Ausscheidungs- 
geschwindigkeit von der Menge der eingeführten Substanz zu 
ermitteln. Wenn es gelänge, die ausgeschiedene Menge mit der 
aufgenommenen in irgend eine Beziehung zu setzen, so wäre damit 
ein weiterer Einblick in die trotz aller Forschungsergebnisse noch 
so rätselhafte Nierenfunktion gegeben. Vor allem fragte es sich, 
ob es gelänge, die Ausscheidungsgeschwindigkeit auf irgend welche 
einfachen, auch sonst in der Natur geltenden Gesetzmäßigkeiten 
zurückzuführen, oder ob die Nierenzelle, die den Gesetzen des 
osmotischen Druckes und der Diffusion trotzt, auch hierin un- 
übersehbar, gewissermaßen willkürlich arbeitet. 

Sobald man einmal die Grundtatsache hingenommen hat, 
daß die Niere unabhängig von den Gesetzen der gewöhnlichen 
Diffusion zirkulierende Stoffe zur Ausscheidung bringt, ist die 
einfachste Annahme die, daß die jeweilige Ausscheidungsgeschwin- 
digkeit von der Menge der die Nierengefäße in der Zeiteinheit 
durchströmenden, ausscheidbaren Substanz abhängt; und zwar 
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wäre hierfür wiederum die einfachste Annahme, daß die in jedem 
Zeitteilchen ausgeschiedene Menge proportional der zu dieser Zeit 
im Körper zirkulierenden Substanzmenge ist. Bezeichnen wir 
die bis zur Zeit ł bereits ausgeschiedene Menge der Substanz als x 
und die zur gleichen Zeit im Körper noch zirkulierende Menge 
als y, so wäre demnach 


wo k einen Proportionalitätsfaktor, die „Ausscheidungskonstante“ 
bedeuten würde, der wahrscheinlich für verschiedene Substanzen, 
vielleicht sogar für verschiedene Individuen verschiedene Werte 
haben könnte. 

Richten wir den Versuch nun derart ein, daß wir zur Zeit 
t = 0 eine einmalige Dosis a einer körperfremden Substanz geben, 
so ist 

y =a — zr 
und 
Se =kla-a), 

was integriert ergibt 


— ln (a — z) = kt + C. 


Die Bedeutung der Integrationskonstanten C ergibt sich 
daraus, daß zur Zeit t = 0 auch x = 0 ist; daher 





—Iına=(. 
Durch Subtraktion der beiden letzten Gleichungen ergibt sich 
1 a 
SS In ae k, (1) 


eine sehr einfache, in der physikalischen Chemie häufig wieder- 
kehrende Beziehung. 

Da nun in vielen Versuchen die zu verabreichende, aus- 
scheidbare Substanz nicht plötzlich in die Zirkulation kommt, 
sondern erst allmählich vom Magendarmkanal resorbiert wird, 
so kann die Gleichung (1) nicht unter allen Umständen strenge 
Gültigkeit haben. Da die jeweilig ausgeschiedene Menge nur von 
der im Blute zirkulierenden Menge der Substanz, nicht aber 
von der jeweilig überhaupt irgendwo im Körper, etwa im Darm, 
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befindlichen Menge abhängig sein kann, so wird die Gleichung (1) 
besser durch eine allgemeinere ersetzt. Bezeichnen wir die zur Zeit 
t, ausgeschiedene Menge mit z,, so ist die zirkulierende Menge 
a— x, ; und ebenso entsprechen sich CG, x,,a—x,. Wie sich aus 
obiger Differentialgleichung ohne weiteres ergibt, gelten zwischen 
diesen Größen folgende Beziehungen: 


1 a — t 
L Set t a — Ta 
Die Gleichung hat stets dann Gültigkeit, wenn zur Zeit ¢ 


schon alle eingegebene Substanz resorbiert worden ist. Wenn 
wir ganz zu Anfang des Versuchs aus den zugehörigen Daten den 








=k. (2) 


1 wä D 


G—b a — T 








Wert für für die verschiedenen Zeitpunkte 
bestimmen, so kann derselbe nicht konstant ausfallen, wenn wir 
nicht für i, einen Zeitpunkt wählen, wo schon alle Substanz 
resorbiert worden ist. Umgekehrt haben wir hiermit ein Mittel 
in der Hand, um den Zeitpunkt zu bestimmen, wo die Resorption 
der Substanz beendet ist. Dieser Zeitpunkt ist somit der ,redu- 
zierte Nullpunkt‘‘, von ihm aus dürfen nun alle späteren Integra- 
tionen ihren Anfang nehmen, und von ihm aus muß man zu 
einer wirklichen Konstanz der verschiedenen k-Werte gelangen. 

Alles das hat seine Gültigkeit unter der Voraussetzung, daß 
die in jedem Augenblick ausgeschiedene Menge proportional der 
zirkulierenden Menge der Substanz ist. Es soll nun demnächst 
gezeigt werden, inwieweit diese Annahme in der Wirklichkeit 
bestätigt wird. 





Über Blutjecorin und über das physikalisch - chemische 
Verhalten des Zuckers im Blut. 


Von 
Paul Mayer (Karlsbad). 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universität zu Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1907.) 


In einer früheren Arbeit!) über Jecorin, in der unter anderem 
die Beziehungen des aus Pferdeleber gewonnenen Jecorins zu der 
künstlich dargestellten Lecithinglucose erörtert wurden, habe ich 
auch die Frage behandelt, ob der Zucker frei gelöst im Blute vor- 
handen ist, oder, wie dies von verschiedenen Autoren behauptet 
worden war, zum größten Teil an Lecithin gebunden, als Jecorin 
im Blute kreist. 

Da die älteren Dialysierversuche vonSchenck?)undArthus?) 
ergeben hatten, daß der Zucker aus dem Blut bis zum Gleich- 
gewicht zwischen Innen- und Außenflüssigkeit gegen destil- 
liertes Wasser diffundieren kann, so schienen dieselben gegen die 
Annahme einer chemischen Bindung des Zuckers zu sprechen. 

In neuester Zeit hat Asher*®), der diese Dialysierversuche 
wieder aufgenommen hat, nicht gegen Wasser, sondern gegen 
Blut dialysiert, das durch Vergärung zuckerfrei gemacht war, 
und gefunden, daß der Blutzucker auch dann durch Diffusion 
verschwindet, wenn die Außenflüssigkeit selbst wieder Blut gleicher 
Zusammensetzung, abgesehen vom Zuckergehalt, ist. Asher 
kommt zu dem Schluß, daß physikalisch-chemisch der Zucker sich 
in frei gelöstem Zustand im Blute befindet. 


1) P. Mayer, diese Zeitschr. 1, 81, 1906. 

2) Schenck, Pflügers Archiv f. Physiol. 47, 621. 1800. 

3) Arthus, Zeitschr. f. Biol. 16, 1896. 

t) L. Asher mit Rosenfeld, Centralbl. f. Physiol. 19, 14, 1905. 
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Ich habe schon in meiner vor einem Jahre erschienenen 
Publikation betont, daß die Versuche Ashers zu dieser Schluß- 
folgerung nicht berechtigen, da derselbe einen wichtigen Faktor 
völlig außer acht gelassen hat. „Wenn nämlich,‘ wie ich 
wörtlich damals ausführte, „der Zucker im Blute gebunden 
ist, so muß man sich natürlich vorstellen, daß er je 
nach Bedarf aus seiner Bindung abgespalten werden 
kann. Nach allen unseren Vorstellungen müssen wir 
dann annehmen, daß im Blute ein Ferment vorhanden 
ist, das den Zucker aus dem Jecorin abspaltet. Es 
könnte nun sehr wohl möglich sein, daß dieses zucker- 
abspaltende Ferment während des Dialysierprozesses 
dauernd wirksam ist, so daß schließlich der Zucker, 
trotzdem er ursprünglich gebunden ist, aus dem Blute 
durch Diffusion verschwinden kann. Ich glaube daher, 
die Schlußfolgerung, daß der Zucker frei gelöst im 
Blute zirkuliert, erst dann als bewiesen ansehen zu 
dürfen, wenn der Nachweis geführt ist, daß ein zucker- 
abspaltendes Ferment im Blute nicht existiert.“ 

In einer zweiten, acht Monate nach meiner Arbeit erschienenen 
Abhandlung halten Asher und Rosenfeld") ihre früheren 
Schlußfolgerungen vollinhaltlich aufrecht, ohne auf den von mir 
erhobenen Einwand einzugehen, und ohne meine zur Prüfung 
desselben angestellten Versuche zu berücksichtigen, obgleich . 
meine Arbeit ihnen schwerlich entgangen sein dürfte, um so 
weniger, als sie in derselben Zeitschrift erschienen war. 

Ich kann es mir versagen, auf diese zweite Publikation von 
Asher und Rosenfeld einzugehen, da vor kurzem Pflüger?) 
die Versuche der genannten Autoren einer ausführlichen Kritik 
unterzogen hat. Neben verschiedenen anderen sorgfältigst be- 
gründeten Einwänden macht auch Pflüger geltend, daß Asher 
und Rosenfeld das Vorhandensein zuckerabspaltender Fermente 
gar nicht berücksichtigt haben und spricht sich dahin aus, daß 
der Untersuchung von Asher und Rosenfeld und ihren Schluß- 
folgerungen jeder Boden entzogen ist. 

Die kritischen Ausführungen Pflügers, auf die ich hier aus- 
drücklich verweisen möchte, zeigen auch, daß die Frage, ob der 





1) Asher und Rosenfeld, diese Zeitschr. 3, 335,, 1907. 
») Pflüger, Pflügers Archiv f. Physiol. 117, H 3—4, 1907. 
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Zucker im Blute chemisch gebunden oder frei gelöst ist, durch 
Dialysierversuche schwerlich entschieden werden dürfte, da es 
kaum möglich ist, alle Fehlerquellen auszuschalten. 

Da für die Annahme einer Bindung des Zuckers nach 
unseren heutigen Vorstellungen in erster Linie die Bindung an 
Lecithin, also das Jecorin, in Betracht kommt, habe ich zunächst 
feststellen wollen, ob im Blute ein Ferment vorhanden ist, das den 
Zucker aus dem Jecorin abspaltet. Meine diesbezüglichen Versuche, 
die ich in der oben zitierten Arbeit mitgeteilt habe, hatten ergeben, 
daß durch die Einwirkung von Blut kein Zucker aus dem Jecorin 
abgespalten wird, so daß sie gegen die Annahme sprechen, daß 
der Zucker an Lecithin gebunden, als Jecorin im Blute kreist. 
Da ich indes das Blut nicht auf Blutjecorin, sondern auf Leber- 
jecorin hatte einwirken lassen, da ich ferner nicht Jecorin und 
Blut von derselben Tierspezies angewandt hatte, sondern Jecorin 
aus Pferdeleber und Hundeblut, so habe ich betont, daß die 
angestellten Versuche nicht als völlig beweisend angesehen 
werden können. Ich habe deshalb auch darauf hingewiesen, daß, 
bevor diese Frage entschieden werden könne, zunächst das Blut- 
jecorin selbst genauer untersucht werden müsse, da alle mit 
dem Jecorin bisher angestellten Versuche sich lediglich auf das 
Leberjecorin beziehen. 

Im folgenden soll über die Eigenschaften verschie- 
dener Blutjecorine und über einige mit denselben 
angestellte Versuche berichtet werden. 

Über das Blutjecorin liegt in der Literatur nur eine kurze 
Angabe von Baldi!) vor, der nach dem Drechselschen Ver- 
fahren aus Pferdeblut ein Substanz isoliert hat, die ähnlich wie 
das Leberjecorin zusammengesetzt war, vor allem also N, P und S 
sowie Na enthielt und Fehlingsche Lösung reduzierte. 

Von allen Autoren, die sich nach Baldi mit dem sogenannten 
Blutjecorin beschäftigten (s. meine oben zitierte Arbeit), hat kein 
einziger das Jecorin aus dem Blute dargestellt. Die Anschauung, 
daß der Zucker als Jecorin im Blute kreist, ist also ohne jede ex- 
perimentelle Grundlage ausgesprochen worden, ohne daß über 
die näheren Eigenschaften und über die reduzierende Substanz 
des Blutjecorins irgend welche Untersuchungen angestellt worden 
wären. 


1) Baldi, Pflügers Archiv f. Physiol., Supplbd., 100, 1887. 
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Ich habe für meine Versuche Pferdeblut, Rinderblut und 
Hundeblut verwendet. Das Jecorin wurde nach der Methode von 
Drechsel, wie ich sie bei der Darstellung des Leberjecorins an- 
gewandt hatte, isoliert, indem stets 1!1/,—2 1 möglichst frisches 
Blut verarbeitet wurden. Niemals konnte mehr als 0,3 bis 
höchstens 0,5 g reine Substanz gewonnen werden. 

Das aus Pferdeblut isolierte Präparat enthielt, wie das 
Pferdeleberjecorin, N, PS und Na. Es zeigte aber, im Gegen- 
satze zu der Angabe Baldis, keine Reduktion mit Fehlingscher 
Lösung; auch nach der Spaltung mit Säure konnte keine redu- 
zierende Substanz nachgewiesen werden. Ganz ebenso verhält 
sich die aus Rinderblut dargestellte Substanz. Sie ist N-, P-, S- 
und Na-haltig, enthält jedoch keine Kohlehydratgruppe, da sie 
auch nach dem Kochen mit Säure Fehlingsche Lösung nicht 
reduziert. Aber auch in ihren sonstigen Eigenschaften unter- 
scheidet sie sich von dem Leberjecorin. Während letzteres sehr 
hygroskopisch ist, sich an der Luft rasch bräunt und leicht ver- 
schmiert, erweist sich der aus Rinderblut isolierte Körper als ein 
gelblich-weißes Pulver, das an der Luft beständig ist und sich 
nicht verändert. In Wasser löst sich dasselbe zu einer völlig 
klaren Flüssigkeit, die schwach alkalisch reagiert, wohingegen das 
Leberjecorin stets schwach saure Reaktion besitzt. Die wässerige 
Lösung wird entgegen dem Verhalten des Leberjecorins durch 
konz. Chlornatrium- oder Chlorbaryumlösung nicht gefällt. Silber- 
nitrat bewirkt eine Fällung; die silberhaltige Lösung wird, wie 
beim Leberjecorin, durch Zusatz von NH, klar, verändert sich 
aber dann durch Kochen nicht, während eine wässerige Leber- 
jecorinlösung nach Zusatz von AgNO, und NH, beim Erhitzen 
sich rot färbt. Während nach Zusatz von NaOH zu einer wässe- 
rigen Lösung von Leberjecorin sich beim Erhitzen übelriechende 
Dämpfe entwickeln und die Flüssigkeit nach längerem Kochen 
zu einer seifenartigen Gallerte erstarrt, ist diese Reaktion bei der 
jecorinartigen Substanz aus Rinderblut nicht zu beobachten. — 
Durch Lipase wird dieselbe ebenso reichlich gespalten, wie ich 
dies für das Lecithin und das Jecorin aus Pferdeleber früher 
nachgewiesen habe!). 

Im Gegensatz zu den aus Pferdeblut und Rinderblut dar- 
gestellten Jecorinsubstanzen zeigt das Jecorin aus Hundeblut 


np Ma yer, diese Zeitschr. 1, 81, 1906. 
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die gleichen Eigenschaften wie das Leberjecorin. Es reduziert 
stark Fehlingsche Lösung, ist außerordentlich hygroskopisch 
und gibt alle für das letztere charakteristischen Reaktionen in 
typischer Weise. Die reduzierende Substanz erwies sich durch 
die Schmelzpunktsbestimmung und die Elementaranalyse des 
Osazons als Traubenzucker. 

Aus diesen Befunden geht hervor, daß man nicht berechtigt 
ist, das Jecorin als einen einheitlichen Begriff aufzufassen. Ich 
hatte bereits aus meinen früheren Untersuchungen den Schluß 
gezogen, daß das Jecorin kein einheitlicher chemischer Körper 
sein kann, was auch durch die Untersuchungen von Meinertz!) 
sowie Siegfried und Mark?) bewiesen erscheint. 

Da nun aber aus dem Blut verschiedener Tierspezies durch 
ein völlig gleiches Verfahren Substanzen isoliert werden, die in 
ihren chemischen Eigenschaften so erhebliche Unterschiede auf- 
weisen, so ist es nicht mehr gerechtfertigt, schlechtweg von 
„Jecorin“ zu sprechen, sondern allenfalls von ‚jecorinartigen 
"Substanzen‘, insofern als sämtliche derselben neben einem 
Lecithinkomplex S und Na enthalten. 

Die Herkunft des Natriums im Jecorinmolekül dürfte durch 
die folgenden Beobachtungen aufgeklärt werden. 

Die aus Blut — Pferde-, Rinder- und Hundeblut — ge- 
wonnenen Präparate verbrennen alle auf dem Platinblech mit 
Hinterlassung von etwas Asche, die sich bei näherer Unter- 
suchung als aus CINa bestehend erweist; und wenn man wässerige 
Lösungen dieser jecorinartigen Substanzen verdunsten läßt, so 
bleiben große Kristalle zurück, die sich leicht als Kochsalzkristalle 
identifizieren lassen. 

Dieser Befund veranlaßte mich, meine früheren Jecorin- 
präparate, die aus Pferdeleber dargestellt waren, zu revidieren; es 
zeigte sich nun bei diesen ebenfalls, daß sie sämtlich Kochsalz 
enthielten, welches beim Verdunsten der Lösungen auskristalli- 
sierte. Man muß demnach annehmen, daß bei der Darstellung 
der Jecorinsubstanzen stets Kochsalz in den Alkoholextrakt und 
aus dem Abdampfungsrückstand desselben in den Äther — es 
wird stets wasserhaltiger Äther angewandt (1 Teil Wasser, 3 Teile 





1) Meinertz, Zeitschr. f. physiol. Chemie 46, 1905. 
2) Siegfried und Mark, Zeitschr. f. physiol. Chemie 46, 1906. 
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Äther) — übergeht!) und aus diesem durch absoluten Alkohol mit 
gefällt wird. 

Während ich früher annahm, daß das Natrium einen inte- 
grierenden Bestandteil des Jecorinmolecüls bildet, möchte ich 
diese Ansicht heute nicht mehr aufrecht erhalten, da es mir nach 
den obigen Ergebnissen sehr wahrscheinlich zu sein scheint, daß der 
Natriumgehalt der Jecorinsubstanzen lediglich von einer Verun- 
reinigung derselben mit Kochsalz herrührt. Da je nach der Quan- 
tität des verarbeiteten Organs, je nach den Mengenverhältnissen 
von Alkohol und wasserhaltigem Äther bald mehr, bald weniger 
Kochsalz den Jecorinen beigemengt sein kann, ist es erklärlich, daß 
alle Autoren, die die elementare Zusammensetzung eines Jecorins 
festgestellt haben, ganz verschiedene Zahlen für Na erhalten haben. 

Es ist nicht unwahrscheinlich, daß auch der Schwefelgehalt 
der jecorinartigen Substanzen sich in ähnlicher Weise aufklären wird. 

Die Differenzen, die sich bisher in den verschiedenen Ele- 
mentaranalysen der Autoren für C, H, P und N ergeben haben, 
erklären sich schon daraus, daß das Lecithin kein einheitlicher 
Körper ist. Da es je nach der Natur und Anordnung der Fett- 
säureradikale verschiedene Lecithine gibt, können auch die jecorin- 
artigen Substanzen keine gleichmäßige Zusammensetzung haben. 

Jedenfalls haben alle Elementaranalysen der Jecorinsubstanzen 
keinen großen Wert und werden kaum zur Aufklärung der Kon- 
stitution dieser Körper beitragen. Ich habe daher auch keine 
vollständige Analyse der aus Blut dargestellten Jecorinsubstanzen 
ausgeführt, sondern lediglich den S- und P-Gehalt bestimmt, um 
denselben mit dem des Leberjecorins vergleichen zu können. 

Das Leberjecorin enthält: 


nach nach Siegfried nach 
Drechsel und Mark P. Mayer 
S 1,45% 2,2% 1,17% 
P 3,5% 1,9% 1,37%. 
Nach meinen Bestimmungen enthielt das Jecorin aus 
Pferdeblut Rinderblut . Hundeblut 
S 0,25% 0,35% 0,61% 
P 0,35% 0,39% 0,45%. 


1) Vielleicht als lockere additionelle Verbindung, die als solche äther- 
löslich sein könnte, analog der Verbindung von Glucose und Lecithin, die 
auch durch viel Wasser z. T. wieder dissociiert wird. 
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Wenn ich auch auf diese Zahlen kein großes Gewicht lege, so 
zeigen sie doch immerhin, daß die jecorinartigen Substanzen des 
Blutes erheblich ärmer an S und P sind als das Leberjecorin. Die 
Tatsache, daß die aus dem Blute verschiedener Tierarten darge- 
stellten Jecorinsubstanzen keineswegs alle eine Kohlehydrat- 
gruppe enthalten, ist natürlich für die Frage von der Bindung 
des Zuckers von größter Bedeutung. Bei denjenigen Tieren, deren 
Blutjecorin gar keinen Zucker enthält, kann derselbe natürlich 
nicht an Lecithin gebunden, als Jecorin, im Blute kreisen. Da 
nun aber die Jecorinsubstanz des Hundeblutes zuckerhaltig ist, 
so ist wenigstens für den Hund diese Möglichkeit a priori nicht 
völlig ausgeschlossen. 

Ich habe bereits in meiner früheren Arbeit darauf hin- 
gewiesen, daß der Kohlehydratgehalt des Jecorins abhängig sein 
könnte von den Ernährungsverhältnissen. 

Um diese Möglichkeit zu prüfen, habe ich den Zuckergehalt 
des Jecorins, und zwar sowohl des Blut- wie des Leberjecorins, 
von drei großen, kräftigen Hunden bestimmt. Das erste Tier 
wurde mehrere Tage in der gewöhnlichen Weise mit Fleisch- und 
Küchenabfällen gut genährt, ein zweites erhielt acht Tage lang 
außer der gleichen Nahrung 125 g Traubenzucker pro die; und 
bei dem dritten Hund untersuchte ich das Jecorin nach einer 
neuntägigen Hungerperiode. Neben der Zuckerbestimmung 
wurde auch der S- und P-Gehalt der Blutjecorine quantitativ 
festgestellt. Die Hunde wurden von der Carotis aus entblutet, 
so daß stets das Blut ganz frisch — und zwar die gesamte Blut- 
menge, die den Tieren entzogen werden konnte, 11/,—2 1 — ver- 
arbeitet wurde. 

Herrn Professor Bickel bin ich für die Liberalität, mit der 
er mir die Mittel seines Laboratoriums für die technische Durch- 
führung dieser Versuche zur Verfügung stellte, zu großem Danke 
verpflichtet. 


Ich teile im folgenden die Ergebnisse derselben mit. 


I. Normal ernährter Hund: 


Leberjecorin . . 2 2 2 2 2 2 22 ee 0.2. 20,9%, Zucker 
Blutjecorin (0,4 g isoliert) . . . . 22 2.. 4,48%, Zucker 
0,61%, S 


0,45%, P. 
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IH. Hund mit normaler Nahrungszufuhr und 125g 
Traubenzucker pro die. 


Leberjecorin . . 2.2.22 2 22220000 19% Zucker 

Blutjecorin (0,5g) .. > 2 2 2 200 7,2%, Zucker 
0,19% S 
0,21% P. 

HI. Hungerhund. 

Leberjecorin . . 2.2 22 2 2 2 2 200. 18,54%, Zucker 

Blutjecorin (0,35 g)... . 2 2 2 20m. 8,2%, Zucker 
0,5% S. 
1,33%, P. 


Was zunächst das Leberjecorin anlangt, so zeigt es sich, 
daß der Zuckergehalt desselben ganz erheblich größer ist als der 
des Blutjecorins. Das Jecorin aus Hundeleber enthält etwa eben- 
soviel Zucker wie das Jecorin aus Pferdeleber, für welches ich 
18,2%, Traubenzucker früher festgestellt hatte. Aus den vor- 
stehenden Zahlen läßt sich kein nennenswerter Einfluß der Er- 
nährung auf den Kohlehydratgehalt des Leberjecorins erkennen. 

Das Blutjecorin zeigt größere Schwankungen seines Zucker- 
gehalts. Bei Tier II, dem neben derselben Nahrung, die der erste 
Hund erhalten hatte, innerhalb acht Tagen 1 Kilo Traubenzucker 
zugeführt worden war, ist die Menge des Jecorinzuckers wesentlich 
größer als bei Tier I. Aber merkwürdigerweise ergab sich für das 
Jecorin des Hungerhundes, bei dem ich die niedrigsten Werte 
erwartet hatte, der größte Zuckergehalt. 

Es geben mithin die vorstehenden Versuche für die Frage, ob 
derZuckergehalt desJecorins von der Ernährung abhängig ist, keine 
sicheren Aufschlüsse. Trotzdem scheinen mir dieselben nicht be- 
langlos zu sein. Im Hinblick auf meine früheren Ergebnisse, aus 
denen hervorging, daß die Anwesenheit eines aus dem Jecorin 
zuckerabspaltenden Fermentes im Blute zum mindesten sehr un- 
wahrscheinlich ist, ist es meines Erachtens von großer Wichtigkeit, 
daß im Blut nur relativ geringe Mengen einer jecorinartigen Sub- 
stanz vorhanden sind und daß dieselbe, wenn überhaupt, nur 
sehr wenig Zucker enthält. Aus 11/,—2 1 Hundeblut konnten nicht 
mehr als 0,35—0,5 g Jecorin isoliert werden. Wenn man, in der 
Annahme, daß diese Zahl infolge der unvermeidlichen Verluste 
bei der Darstellung hinter dem wahren Wert zurückbleibt, selbst 
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1 g Jecorin auf 21 Blut berechnen würde — eine Zahl, die aber 
sicherlich zu hoch gegriffen ist — und wenn man den Zuckergehalt 
des Jecorins auf 10%, veranschlagen wollte, also höher als die 
größte von mir gefundene Menge, so würden doch nur 0,005 g 
Zucker als Jecorinzucker in 100 g Blut vorhanden sein. Diese 
Zahl wäre als Maximalzahl anzusehen, so daß man etwa 0,0025 
bis höchstens 0,005 g Glucose in 100 g Blut an Lecithin gebunden 
betrachten könnte. Wenn man nun erwägt, daB 100 g Blut ca. 
0,1 g Zucker enthalten, so wird man diesen geringen Mengen, 
die als Jecorinzucker im Blute kreisen könnten, keinen großen 
Wert beimessen dürfen, da nur 2,5%, bis höchstens 5%, des 
gesamten Blutzuckers gebunden sein würden. 

Man kann also wohl sagen, daß auch die quantita- 
tiven Verhältnisse die Anschauung von der Bindung des 
Traubenzuckers im Blut — wenigstens insoweit das 
Jecorin in Betracht kommt — als sehr problematisch 
erscheinen lassen. 

Wünschenswert wäre es, aus größeren Blutmengen vom Men- 
schen die jecorinartige Substanz darzustellen und zu untersuchen, 
da es ja bisher gar nicht festgestellt ist, ob das menschliche 
Blutjecorin überhaupt eine Zuckergruppe enthält. 
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